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1. Einleitung 
1.1 Knochenersatzmaterialien 
Schon seit jeher versuchten die Menschen, verloren gegangene Körperteile und beschädigte 
Gewebe zu ersetzen oder zumindest eine funktionelle Wiederherstellung zu erreichen. Die 
Palette der verwendeten Materialien reichte dabei von Kokosnussschalen in prähistorischen 
Schädeln über Holz, Steine, bearbeitete Tierknochen und Elfenbein als Zahnersatz bis zu Me-
tallstücken, mit denen im 18. Jahrhundert in England traumatische Verletzungen des Schädels 
verschlossen wurden (Lässig et Müller 1999). Ab dem 19. Jahrhundert gab es dann Versuche, 
den nur begrenzt zur Verfügung stehenden autologen Knochen durch desinfizierte Schwämme 
(Hamilton 1881), Elfenbein (Gluck 1891), Gips (Dreesmann 1892), bovinen, teilweise 
enteiweißten „Kielerspan“ (Maatz et al. 1952) oder Eierschalen (Tarsoly et Tomory 1963) zu 
ersetzen.  
Die heute verwendeten Knochenersatzmaterialien werden aus Metallen, biologischen Gewe-
ben oder aus synthetischen Materialien hergestellt. Dabei sollte das ideale Knochenersatzma-
terial nach Implantation keine entzündlichen Reaktionen hervorrufen sowie osteogene, 
osteoinduktive und osteokonduktive Eigenschaften haben (Schieker et al. 2008). Während 
osteogene Materialien Zellen beinhalten, die Knochengewebe bilden können, fördern 
osteoinduktive Stoffe die Knochenneubildung, indem sie lokale oder applizierte Zellen 
osteogen stimulieren. Osteokonduktive Knochenersatzmaterialien dienen als Leitstruktur, an 
der neuer Knochen entstehen kann. Ein weiterer wichtiger Aspekt, der bei abbaubaren Ersatz-
stoffen beachtet werden muss, ist das Gleichgewicht zwischen Resorption und Knochenneu-
bildung. Dabei sollten idealerweise die anfallenden Abbauprodukte für den Wiederaufbau und 
die Mineralisation des entstehenden Knochengewebes verwendet werden können (Rüger 
1998). 
Der „goldene Standard“ bei der Wiederherstellung knöcherner Defekte ist bislang die Ver-
wendung autologer Spongiosa. Diese bringt alle gewünschten Eigenschaften mit sich, da sie 
neben Zellen auch Wachstumsfaktoren enthält und als Leitschiene für die Knochenneubildung 
fungiert. Nachteile der autologen Spongiosatransplantation sind jedoch die erhöhten Kosten, 
der begrenzte Vorrat und der stets notwendige Zweiteingriff, der lokale Komplikationen wie 
z. B. Infektionen oder Hämatome verursachen kann. Demgegenüber sind synthetische Kno-
chenersatzmaterialien in ausreichender Menge verfügbar, können über längere Zeit gelagert 
werden und erfordern keinen Zweiteingriff. Einsatz finden Knochenersatzstoffe v. a.  bei 
Halbschaft- und metaphysären Defekten (Abb. 1) sowie in der Kieferchirurgie.  
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Wirbelsäulendefekt Metaphysärer Defekt Halbschaftdefekt Schaftdefekt
 
Abb. 1: Knochendefekte nach Schieker (Schieker et Mutschler 2006) 
 
Die Behandlung von Wirbelsäulendefekten erfolgt meist mit autologem Span, Metallimplan-
taten in Kombination mit Spongiosa und/oder Wachstumsfaktoren oder im Rahmen der 
Vertebro- und Kyphoplastie mit Polymethylmetacrylat-Zementen. Komplette Schaftdefekte 
können jedoch auch heute noch nicht mit Knochenersatzmaterialien therapiert werden.  
Eine mögliche Einteilung von Knochenersatzwerkstoffen nach ihrer Herkunft zeigt Tab. 1. 
 
         Tab. 1: Einteilung von Knochenersatzmaterialien 
Klasse Material 
I 
organische Knochenersatzmaterialien 
 biologischer Ursprung 
 synthetischer Ursprung  
II 
anorganische Knochenersatzmaterialien 
 Metalle 
 Biogläser 
 Calciumsulfate 
 Keramiken 
 Zemente 
III 
Komposite 
 Verbundmaterial aus organischem und anorganischem 
Knochenersatzwerkstoff (z. B. Biopolymer + Keramik) 
 
 
Organische Knochenersatzwerkstoffe können biologischen und synthetischen Ursprungs sein. 
Zu den organischen biologischen Ersatzstoffen gehören mineralisierte Knochenmatrices (z. B. 
Bio-Oss
®
) und Knochenmatrixextrakte (z. B. Colloss
®
, Osteoplant
®
, Osteovit
®
) mit oder ohne 
Knochenwachstumsfaktoren (z. B. BMP-2, OP-1), aber auch solche Substanzen wie Alginat, 
Gelatine oder Chitosan. Um Abstoßungsreaktionen zu verhindern, werden bei allogenen Kno-
chentransplantaten und xenogenen Implantaten wie z. B. bovinem oder equinem spongiösem 
Knochen zunächst die zellulären und antigenen Bestandteile durch chemische Verfahren ent-
fernt, wobei die poröse Struktur und die Stabilität der mineralisierten Grundsubstanz erhalten 
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bleibt. Durch die Möglichkeit, Knochenwachstumsfaktoren rekombinant herzustellen, konn-
ten größere Mengen der Proteine produziert und so klinisch eingesetzt werden. In Kombinati-
on mit Kollagen-Leitschienen sind heute zwei Präparate (BMP-2 bzw. BMP-7) für den klini-
schen Einsatz zugelassen (Friedländer et al. 2001, Govender et al. 2002).  
Natürliche Biopolymere (Kollagen, Gelatine, Alginat oder Chitosan) finden ihre Hauptan-
wendung in Form von Schwämmen oder in Kombination mit anderen Stoffen wie Wach-
stumsfaktoren oder Antibiotika. Dabei wird Kollagen bzw. Gelatine aus tierischem Aus-
gangsmaterial (z. B. Rinderhaut) isoliert und durch chemische Verfahren für die Verwendung 
als Knochenersatzmaterial aufbereitet. 
Abbaubare synthetische Polymere gehören ebenfalls zur Gruppe der organischen Knochen- 
und Gewebeersatzmaterialien. Sie werden vornehmlich für zeitlich begrenzte Aufgaben ein-
gesetzt wie z. B. als Schrauben oder Stifte zur Knochenfixation oder als chirurgisches Naht-
material. Im Gegensatz zu Metallimplantaten ist bei der Verwendung abbaubarer Polymere 
keine Zweit-OP zur Entfernung des Implantats nötig und es tritt keine Sensibilisierung des 
Patienten gegenüber Metallen auf. Sie können in jeder beliebigen Form hergestellt werden 
und sind mit während der Operation zur Verfügung stehenden Instrumenten bearbeitbar. Die 
Grundsubstanzen sind aliphatische Polyester, die durch Polykondensation von Milchsäure 
bzw. Glykolsäure (Polylaktide bzw. Polyglykolide) hergestellt werden. Dabei werden 
Polyglykolide schneller hydrolytisch abgebaut als Polylaktide. Durch Kombination beider 
Stoffe zu Kopolymeren können die mechanischen Eigenschaften und die Abbaugeschwindig-
keit gesteuert werden (Schieker et al. 2008). Ein Nachteil dieser Polymere ist jedoch, dass bei 
deren Degradation Säuren als Abbauprodukte freigesetzt werden, die den pH- Wert des um-
gebenden Gewebes senken und so zu Immun- und Fremdkörperreaktionen führen können 
(Schnürer et al. 2003). 
Zu den anorganischen Knochenersatzmaterialien gehören neben den Metallen auch Biogläser, 
Calciumsulfate, Keramiken und Zemente. Metalle finden ihre Anwendung hauptsächlich in 
der Endoprothetik als Gelenkersatz. Dabei werden v. a. Chrom-Kobalt-Molybdänlegierungen 
sowie hochvergüteter Stahl oder Titan und Titanlegierungen als Werkstoffe verwendet. Ein 
Problem, was bei der Verwendung von Metallimplantaten auftreten kann, ist deren Locke-
rung. Aus diesem Grund werden z. B. Hüftprothesen, die in den Femurschaft eingebracht 
werden, speziell bearbeitet oder mit bioaktiven Substanzen (z. B. Calciumphosphat) beschich-
tet, um ein Anwachsen von vitalem Knochen zu ermöglichen. Trotzdem liegt die Haltbarkeit 
eines künstlichen Gelenkes im Mittel nur bei ca. 12 - 15 Jahren. Weitere Nachteile sind die 
oftmals benötigten Zweit-Operationen zur Entfernung des Implantats und die mögliche Sensi-
bilisierung des Patienten gegenüber Metallen. Neben ihrer Verwendung in der Endoprothetik 
werden Metalle auch als Zahnersatz (v. a. Gold und Titan), zur Knochenfixation mittels 
Schrauben, Nägeln oder Platten, als Gefäßimplantat (Stents), zur Knochenregeneration 
(Trabecular Metal
™
) oder als Schädelimplantate (Weihe et Epple 2001) eingesetzt. 
Bei Biogläsern handelt es sich um amorphe, anorganische Materialien, deren Basis saure 
(Phosphorpentoxid, Siliciumdioxid) und basische (Calcium-, Natrium-, Kalium-, Magnesi-
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um-, Zinkoxid) Oxide sind. Je nach Herstellungsverfahren liegen sie in kompakter oder porö-
ser Form mit interkonnektierendem Porensystem vor. Sie sind als Pulver oder gesinterte 
Formkörper erhältlich und ermöglichen durch ihren Ionenaustausch mit dem benachbarten 
biologischen Milieu das Anwachsen von vitalem Knochengewebe (Kaufmann et al. 2000, 
Gan et al. 2000). 
Calciumsulfate sind schon seit Ende des 19. Jahrhunderts als Füllmaterial für Knochendefekte 
bekannt (Martin 1894), gelangten aber aufgrund des schwer vorhersagbaren Abbauverhaltens 
von Calciumsulfat-Dihydrat (CaSO4·2H2O, Gips) zu keiner großen klinischen Bedeutung. 
Werkstoffe auf Calciumsulfatbasis degradieren binnen weniger Wochen und können deshalb 
eine Platzhalterfunktion nur bedingt erfüllen. Erhältlich sind sie als feste Formkörper oder als 
Granulate. Calciumsulfat-Hemihydrat (CaSO4·0,5H2O) bindet mit Wasser ab und bildet nach 
dem Anmischen eine formbare Masse. Bei der Abbindereaktion entsteht Calciumsulfat-
Dihydrat, wodurch das Material nach Aushärtung eine den Calciumphosphatzementen ver-
gleichbare Festigkeit aufweist, dafür aber innerhalb weniger Wochen komplett degradiert 
(Schnürer et al. 2003). 
Keramiken und Zemente auf Calciumphosphatbasis stellen eine weitere wichtige Gruppe der 
anorganischen Knochenersatzmaterialien dar und werden im folgenden Kapitel 1.2 näher er-
läutert. 
Neben den organischen und anorganischen Knochenersatzmaterialien gibt es auch noch die 
große Gruppe der Kompositwerkstoffe. Ein Kompositwerkstoff besteht aus zwei oder mehre-
ren chemisch unterschiedlichen Materialien (z. B. Metall, Keramik, Polymer, autologer Kno-
chen) und soll die besten Eigenschaften der jeweiligen Inhaltsstoffe in sich vereinen (Wang 
2003). Ziel der Entwicklung solcher Komposite ist die Verbesserung der Materialeigenschaf-
ten und der Biokompatibilität. 
 
1.2 Calciumphosphate 
1.2.1 Überblick 
Calciumphosphate sind Kombinationen von Calciumionen und Ortho- (PO4
3-
), Pyro- (P2O7
4-
) 
oder Polyphosphaten ((PO3)n
-n
) und gegebenenfalls ionischen Bestandteilen des Wassers (H
+
, 
OH
-
). Sie lösen sich nur schlecht bis gar nicht in Wasser, sind dafür aber alle säurelöslich.  
Obwohl Calciumpyrophosphate in pathologischen Verkalkungen wie z. B. Zahnstein oder 
Blasensteinen vorkommen können (Epple et Dorozhkin 2002), werden nachfolgend nur 
Calciumorthophosphate näher beschrieben, da sie die Hauptmineralkomponente von physio-
logischen Hartgeweben (Knochen, Zähne, Fischgräten, einige Muschelschalen) darstellen 
(Dorozhkin 2009).  
Tab. 2 zeigt die verschiedenen biologisch relevanten Calciumorthophosphate, die nach ihrem 
Calcium-zu-Phosphor-Verhältnis (Ca:P-Verhältnis) und ihrer Löslichkeit in Wasser eingeteilt 
1. Einleitung  5 
 
 
sind. Je kleiner das jeweilig Ca:P-Verhältnis dabei ist, desto besser wasserlöslich ist das Cal-
ciumphosphat. Einige Eigenschaften der jeweiligen Calciumorthophosphate sind in Tab. 3 
aufgelistet. 
 Tab. 2: Übersicht der verschiedenen Calciumorthophosphate 
Verbindung Abkürzung Summenformel  
Ca:P-
Verhältnis 
Monocalciumphosphat-Monohydrat MCPM Ca(H2PO4)2 · H2O 0,5 
Monocalciumphosphat-Anhydrat MCPA Ca(H2PO4)2 0,5 
Dicalciumphosphat-Dihydrat DCPD (Brushit) CaHPO4 · 2H2O 1,0 
Dicalciumphosphat-Anhydrat DCPA (Monetit) CaHPO4 1,0 
Octacalciumphosphat OCP Ca8(HPO4)2(PO4)4 · 5H2O 1,33 
α-Tricalciumphosphat α-TCP α-Ca3(PO4)2 1,5 
β-Tricalciumphosphat β-TCP β-Ca3(PO4)2 1,5 
Amorphes Calciumphosphat ACP Cax(PO4)y · nH2O 1,2 - 2,2 
Calcium-defizitärer Hydroxylapatit CDHA Ca10-x(HPO4)x(PO4)6-x(OH)2-x 
(0 < x < 1) 
1,5 - 1,67 
Hydroxylapatit HA Ca10(PO4)6(OH)2 1,67 
Tetracalciumphosphat TTCP Ca4(PO4)2O 2,0 
 
 Tab. 3: Ausgewählte Eigenschaften der Calciumorthophosphate (CaP) nach Epple (Epple et Dorozhkin 2002) 
Calciumphosphat Eigenschaften 
Monocalciumphosphat-Monohydrat 
(MCPM) 
 sauerstes CaP, dafür am besten wasserlöslich 
 kommt biologisch nicht vor 
 Komponente einiger Calciumphosphatzemente (CP-Zemente) 
Monocalciumphosphat-Anhydrat 
(MCPA) 
 wasserfreie Form des MCPM 
 kommt biologisch nicht vor 
Dicalciumphosphat-Dihydrat 
(DCPD - Brushit) 
 häufig in pathologischen Verkalkungen (Zahnstein, Blasensteine, 
Chondrocalcinose) 
 Bestandteil von CP-Zementen 
Dicalciumphosphat-Anhydrat 
(DCPA - Monetit) 
 wasserfreie Form des DCPD 
 kommt nicht in physiologischen/pathologischen Verkalkungen 
vor 
 Bestandteil von CP-Zementen 
Octacalciumphosphat 
(OCP) 
 stabiler Bestandteil von Zahnstein, Blasensteinen 
 wichtig bei in vivo Bildung von Biomineralien 
α-Tricalciumphosphat 
(α-TCP) 
 entsteht aus β-TCP durch Erhitzen auf über 1125°C 
 instabil in Wasser  kommt nicht in biologischen Verkalkungen 
vor 
 Bestandteil von CP-Zementen 
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β-Tricalciumphosphat 
(β-TCP) 
 entsteht durch Calcinieren oberhalb 800°C (z. B. aus CDHA) 
 instabil in Wasser  kommt nicht in biologischen Systemen vor 
 Bestandteil von CPCs 
 HA + β-TCP = biphasisches Calciumphosphat  Verwendung 
als Knochenersatz 
Amorphes Calciumphosphat 
(ACP) 
 kommt in pathologischen Verkalkungen von Weichgeweben vor 
(z. B. Herzklappe) 
 Bestandteil von CP-Zementen 
 ACP + Polymere  Verwendung in Zahnheilkunde und Chirur-
gie 
Calcium-defizitärer Hydroxylapatit 
(CDHA) 
 unsubstituierter CDHA kommt nicht in biologischen Systemen 
vor 
 mit Fremdionen (z. B. Na+, K+, Mg2+, Sr+, Cl-)  biologischer 
Apatit (Mineralphase in Hartgeweben) 
Hydroxylapatit 
(HA) 
 am schlechtesten löslich, damit stabilstes CaP 
 reiner HA kommt nicht in biologischen Systemen vor 
 HA biologischem Apatit sehr ähnlich  HA als biologisch akti-
ve Beschichtung, CP-Zement auf HA-Basis 
Tetracalciumphosphat 
(TTCP) 
 basischstes CaP 
 instabil in Wasser  kommt nicht in biologischen Systemen vor 
 Bestandteil von CP-Zementen 
 
 
1.2.2 Keramiken und Zemente auf Calciumphosphatbasis 
Knochenersatzwerkstoffe auf Calciumphosphatbasis können in Keramiken und Zemente 
unterteilt werden, wobei deren Ausgangsstoffe und Produkte oftmals gleich sind. Grundsätz-
lich entstehen Keramiken durch Hochtemperatursinterung und weisen größere, über Sinter-
hälse verbundene Partikel auf. Zemente dagegen werden über Lösungs- und Fällungsreaktio-
nen bei Raum- oder Körpertemperatur gebildet und weisen kleinere, miteinander verfilzte 
Partikel auf (Rösch 2006). 
Eine Gegenüberstellung von Calciumphosphat-Keramik und Calciumphosphat-Zement hin-
sichtlich ausgewählter Eigenschaften zeigt Tab. 4. 
 
 Tab. 4: Eigenschaften von Calciumphosphat-Keramiken und Calciumphosphat-Zementen 
Kriterium Calciumphosphat-Keramik Calciumphosphat-Zement 
Ausgangsstoffe  Hydroxylapatit (HA-Keramiken)  
 biologische Ausgangsmaterialien 
(bovine Spongiosa, Exoskelett von 
Korallen)  
  synthetische Ausgangsmaterialien 
 Tricalciumphosphat (TCP-Keramiken) 
 synthetische Ausgangsmaterialien 
 HA + TCP = biphasische Keramiken 
 ein/mehrere Pulverkomponenten  
und  flüssige Phase 
 je nach Endprodukt und nach 
Abbindereaktion 2 Typen: 
 Apatit-Zemente bei pH > 4,2 
 Brushit-Zemente bei pH < 4,2 
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Aushärtung 
durch 
 Hochtemperatursinterung  Sedimentation in situ 
Porosität  kompakt bis hochporös mit 
Makroporositäten bis 85% 
 biologische Ausgangsstoffe: 
interkonnektierende Porensysteme 
 synthetische Ausgangsstoffe: Porensy-
stem muss erst erzeugt werden 
 kompakt bis porös 
 oftmals Porositäten im Nanobe-
reich 
 Mikroporen durch Additive zum 
Zement (z. B. Gelatine, Mannitol) 
Festigkeit  HA-Keramik (Formkörper): 
 Druckfestigkeit: 100 - 200 MPa 
 Zugfestigkeit: bis 80 MPa  
(Willmann 1992) 
 Druckfestigkeit: 10 - 100 MPa 
 Zugfestigkeit: 1 - 10 MPa 
Resorbierbarkeit  HA-Keramik:  
sehr langsam bis gar nicht 
 TCP-Keramik: 
schnell durch chem. Lösungsprozesse 
und zelluläre Resorption (α-TCP schnel-
ler abbaubar als β-TCP) 
 biphasische Keramik: 
partiell abbaubar, Abbaugeschwindigkeit 
steuerbar durch Verhältnis HA:TCP 
 aktive Resorption durch 
Osteoklasten 
 passive Resorption durch chem. 
Lösungsprozesse (Brushit) 
 kompletter Abbau oft nicht mög-
lich, da Abschirmung durch neuge-
bildeten Knochen 
Applikations-
form 
 Pulver, Granulate, Formkörper 
 Auffüllung unregelmäßiger Defekte 
schwierig, da Pulver/Granulate abdriften 
können und Formkörper verankert wer-
den müssen 
 Pulver + flüssige Phase  Bildung 
einer in situ aushärtenden Paste 
 Auffüllung unregelmäßiger Defek-
te möglich 
Anwendung  metaphysäre Defekte 
 bei lasttragenden Stellen: Osteosynthese 
notwendig 
 Spinalchirurgie 
 Dentalmedizin 
 metaphysäre Defekte 
 nicht für lasttragende Stellen ge-
eignet 
 Dentalmedizin 
 Verankerung von Implantaten 
 Kraniofazialchirurgie 
 Drug-delivery Systeme 
Beispiele  HA-Keramik (biologisch): 
 Pro Osteon™ (Interpore) 
 Endobon® (Biomet) 
 HA-Keramik (synthetisch): 
 Synatite® (Aesculap) 
 Synthacer® (MedArtis) 
 TCP-Keramik: 
 Cerasorb® (Curasan) 
 chronOS® (Mathys Medical) 
 biphasische Keramik: 
 Biocer® R (DePuy) 
 Ceraform® (Teknimed) 
 Apatit-Zemente: 
 Biobon® (Etex Corporation) 
 Calcibon® (Biomet) 
 Norian SRS® (Norian 
Corp./STRATEC Medical) 
 Bone Source® (Stryker Lei-
binge) 
 Mimix™ (W. Lorenz Surgical) 
 Brushit-Zement: 
 PD VitalOs Cement® (Produits 
Dentaires SA) 
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Calciumphosphat-Zemente (CP-Zemente) weisen gegenüber Calciumphosphat-Keramiken 
einige Vorteile auf. So können sie in vivo bei Körpertemperatur aushärten, passen sich auf-
grund ihrer pastösen Form perfekt an die jeweilige Implantatumgebung an, können in neuen 
Knochen umgebaut werden (Osteotransduktivität/Remodelling) und sind leicht herstell- und 
anwendbar. Neben den allgemeinen Anforderungen an ein Knochenersatzmaterial (siehe 1.1) 
müssen CP-Zemente zudem noch spezielle Anforderungen erfüllen, die besonders Festigkeit 
und gute Verarbeitbarkeit unter klinischen Bedingungen betreffen.  
Während die Kompressionsstabilität von kortikalem Knochen bei 90 - 210 MPa (Reilly et 
Burstein 1975) liegt, erreichen die zurzeit erhältlichen CP-Zemente nur Festigkeiten von max. 
100 MPa (Charriere et al. 2001). Damit eignen sich CP-Zemente lediglich zur Defektauffül-
lung in wenig belasteten Knochenbereichen. Da die Druckfestigkeit von spongiösem Knochen 
bei ca. 10 MPa (Einhorn 1996) liegt, sollten CP-Zemente für den medizinischen Anwen-
dungsbereich ebenfalls eine Mindestdruckfestigkeit von 10 MPa aufweisen (Driessens et al. 
1998). Einflussfaktoren auf die Festigkeit eines Zements sind dabei zum einen die 
Partikelgröße der Ausgangssubstanzen und zum anderen die Zementporosität (Schnürer et al. 
2003). 
Neben der Festigkeit des Zements spielt auch dessen Verarbeitbarkeit eine wesentliche Rolle. 
Der CP-Zement muss langsam genug abbinden, um dem Operateur genügend Zeit zur Durch-
führung der Implantation zu geben, dabei aber schnell genug, um die Operation nicht hinaus-
zuzögern. Zur Charakterisierung der Verarbeitbarkeit werden die Kohäsionszeit und die set-
ting times (Abbindezeiten) verwendet. Die Kohäsionszeit (tC) gibt an, nach welcher Zeit nach 
dem Anmischen die Zementpaste beim Kontakt mit wässrigen Flüssigkeiten formstabil bleibt. 
Diese Zeitspanne sollte mind. 2 min betragen (Driessens et al. 1998).  
Bei den setting times wird zwischen ti (initiale Abbindezeit) und tf (finale Abbindezeit) unter-
schieden. Der Wert für ti gibt an, bis zu welcher Zeit nach dem Anmischen die Zementpaste 
verformbar ist und in den Defekt eingebracht werden muss. Idealerweise sollte die  initiale 
Abbindezeit zwischen 3 und 8 min liegen. Die finale Abbindezeit tf sollte 15 min nicht über-
schreiten und gibt an, ab wann die Wunde wieder verschlossen werden kann und der Zement 
leicht mechanisch (mind. 5 MPa) belastbar ist (Driessens et al. 1998). Um die setting times an 
die jeweiligen Anforderungen anzupassen, kann die Abbindereaktion des Zements in ihrem 
Verlauf beeinflusst werden. So führt z. B. eine Erhöhung der Flüssigkeitsanteile (Pulver-zu-
Flüssigkeit-Verhältnis, l/p-Verhältnis) oder der Zusatz viskositätsregulierender Flüssigkeiten 
(z. B. Glycerin, Polyethylenglycol) zu einer Verlängerung der Aushärtungsphase (Sugawara 
et al. 1990). Weitere Einflussfaktoren sind Konzentration und Zusammensetzung der Abbin-
delösung (Sarda et al. 2002), das Vorhandensein von Hydroxylapatit-Kristallkeimen (Liu et 
Chen 1997, Yang et al. 2002) sowie die Partikelgröße der Ausgangsstoffe (Liu et al. 2003). 
Neben einer guten Verarbeitbarkeit des Zements sollte dieser nach Implantation das umge-
bende Gewebe nicht negativ beeinflussen. D. h. im Verlauf der Zementumsetzung sollten kei-
ne großen Volumen- und Temperaturänderungen auftreten und die Ionenkonzentration der 
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Körperflüssigkeiten (v. a. Calcium und Phosphat) sowie der pH-Wert sollten im physiologi-
schen Bereich bleiben, um Zellschädigungen zu vermeiden.  
Eine weitere Anforderung, die an CP-Zemente gestellt wird, ist deren Osteotransduktivität. 
Dabei sollte der Zement in vivo durch Knochenzellen (Osteoblasten und Osteoklasten) in neu-
en Knochen umgebaut werden. In Abhängigkeit von Alter, Geschlecht und allgemeinem 
Gesundheitszustand des Patienten sowie von Implantationsort, Porosität, Kristallinität, Parti-
kel-größe und chemischer Zusammensetzung des CP-Zements dauert es bis zu 36 Monate, bis 
der Zement resorbiert und durch neuen Knochen ersetzt ist (Ambard et Mueninghoff 2006). 
Idealerweise sollte bei solch einem Remodellingprozess ein Gleichgewicht zwischen Resorp-
tion und Knochenneubildung bestehen, um zwischenzeitliche Instabilitäten des Implantats zu 
vermeiden. Auf rein chemischem Weg kann dies allerdings nicht erreicht werden. Ein Ansatz 
hierfür ist die „Biologisierung“ des Zements. Damit soll eine knochenähnliche Struktur ge-
schaffen werden, welche die für das Remodelling benötigte Zellen aktiviert oder entsprechen-
de Signalmoleküle bindet. Besonderes Augenmerk liegt dabei auf der 
Osteoklastendifferenzierung aus Vorläuferzellen sowie deren Resorptionsaktivität, der Ver-
besserung von Adhäsion und Proliferation von Osteoblasten auf dem CP-Zement und der Ini-
tiation eines Vaskularisierungsprozesses durch Verbesserung der Adhäsion und Proliferation 
von Endothelzellen.  
 
1.2.3 Calciumphosphat-Pastenzemente 
Bei den Pastenzementen handelt es sich um neuartige Zementkomposite, die nicht wie die 
herkömmlichen CP-Zemente als anmischbare Pulver sondern in Pastenform vorliegen. Diese 
sind in pastöser Form über mehrere Wochen lagerstabil und weisen gute Verarbeitungseigen-
schaften auf. Von der Firma InnoTERE (InnoTERE GmbH, Dresden) wurden zwei verschie-
dene Zementsysteme entwickelt: ein Einpasten- und ein Zweipastensystem.  
Der Einpastenzement (1-P-CPC) besteht aus einer wasserfreien, organomineralischen Mi-
schung des Zements, die mithilfe einfacher handelsüblicher Spritzen mit und ohne Kanüle 
appliziert werden kann (Abb. 2). Erst unter Einwirkung wässriger Lösungen (z. B. SBF, Was-
ser, Blut) beginnt der 1-P-CPC abzubinden und auszuhärten. Die initiale Abbindezeit ti liegt 
beim 1-P-CPC bei 3 - 4 min, die finale Abbindezeit tf bei 15 min (Nies et al. 2007). Dabei 
erreicht der 1-P-CPC Druckfestigkeiten von 10 - 15 MPa. 
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    a)                 b) 
Abb. 2: 1-Pastenzement während der Applikation bei Raumtemperatur in Wasser (a) und REM-Aufnahme eines 
Querschnitts durch einen Zementstrang eines 1-P-CPC (b) 
 
Das Zweipastenzementsystem besteht aus zwei Pasten - ölige Suspension und hochviskose 
Lösung. Bei der ersten Paste (ölige Suspension) handelt es sich um eine wasserfreie Zement-
pulvermischung, die in organischen Flüssigkeiten (Öl) dispergiert ist und prinzipiell dem 
Einpastenzement ähnelt. Die zweite Paste ist eine hochviskose, wässrige Lösung, die patien-
tenspezifisch modifiziert werden kann. Dies kann z. B. durch Zusatz von autologem Serum 
und/oder speziell für den jeweiligen Patienten benötigten Wirkstoffgemischen (z. B. Wach-
stumsfaktoren, Antibiotika) erfolgen, womit eine individualisierte Behandlung möglich ist. 
Der Zweipastenzement kann mittels einer handelsüblichen Doppelkammerspritze appliziert 
werden, wobei die Abbindereaktion unmittelbar nach Zusammenmischen der zwei Pasten 
beginnt (Abb. 3). Die initiale Abbindezeit ti des 2-P-CPC liegt wie beim 1-P-CPC bei 3 - 4 
min, die finale Abbindezeit tf bei 15 min (Nies et al. 2007). Auch die Druckfestigkeit des 2-P-
CPC ist mit 10 - 15 MPa vergleichbar mit der des 1-P-CPC. 
 
                 
       a)                   b)     
Abb. 3: 2-Pastenzement während der Applikation bei Raumtemperatur in Wasser (a) und REM-Aufnahme eines 
Querschnitts durch einen Zementstrang eines 2-P-CPC (b) 
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1.3 Zellen zur Untersuchung von Knochenersatzmaterialien 
Die idealen Zellen für in vitro Untersuchungen von Knochenersatzmaterialien sind in ausrei-
chender Menge verfügbar, leicht zu isolieren und zu expandieren und spielen auch in vivo 
eine entscheidende Rolle bei der Knochendefektheilung. 
Primäre humane Osteoblasten, die aus Biopsien gewonnen werden, finden aufgrund ihres be-
grenzten Vorkommens und der zusätzlichen Defekte am Entnahmeort für in vitro Untersu-
chungen kaum Anwendung. Besser geeignet für standardmäßige Untersuchungen sind des-
halb osteoblastenähnliche Zellen aus einer Zelllinie (z. B. hFOB 1.19, SaOs-2) und Stamm-
zellen, die in die osteoblastäre Richtung differenzieren können. Vorteile bei der Verwendung 
einer Zelllinie ist deren Reinheit, uneingeschränkte Verfügbarkeit, leichte Handhabung und 
vor allem die Reproduzierbarkeit der Ergebnisse. Allerdings sind Zellen einer permanenten 
Zelllinie stets genetisch verändert und können so lediglich als Modell für Osteoblasten fungie-
ren, da ihr Spektrum an osteoblastenspezifischen Wachstums- und Differenzierungsfaktoren 
eingeschränkt ist. 
Stammzellen sind unspezialisierte Vorläuferzellen, die die Fähigkeit zur Selbstreplikation 
besitzen und sich durch spezielle Zusätze in verschiedene Gewebe differenzieren lassen. Ihrer 
Herkunft nach können sie in embryonale und adulte Stammzellen unterteilt werden. Während 
embryonale Stammzellen aus frühembryonalen Stadien des menschlichen Keimes gewonnen 
werden, entstehen adulte Stammzellen erst nach der Embryonalentwicklung (Abb. 4).  
Obwohl embryonale Stammzellen ein pluripotentes Differenzierungspotential besitzen (d. h. 
Differenzierung ist in jede Körperzelle möglich) und uneingeschränkt teilungsfähig sind, ist 
der Erhalt des stammzellspezifischen Charakters bei deren Vermehrung präparativ schwierig 
und die Differenzierung in einen einzigen spezifischen Gewebetyp schlecht dirigierbar. Darü-
berhinaus können transplantierte embryonale Stammzellen in unerwünschte Gewebe differen-
zieren, da bei der Erfüllung ihrer „natürlichen“ Aufgabe (Entwicklung von embryonalen Ge-
weben) andere Mechanismen wirksam sind als bei der Regeneration von adulten Geweben 
(Denker 2006). Neben der Gefahr der Tumorbildung aufgrund unbegrenzter Zellteilung stößt 
die embryonale Stammzellenforschung in Deutschland zudem auf ethische und juristische 
Grenzen (Bobbert 2006). 
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              Abb. 4: Stammzellarten und ihr Entwicklungspotential 
 
Adulte Stammzellen konnten bisher in zwanzig Geweben nachgewiesen werden und sind le-
benslang aktiv, allerdings nimmt ihre Anzahl und Leistungsfähigkeit mit zunehmendem Alter 
ab (Engelhardt et al. 2003, Fehrer et Lepperdinger 2005, Tam et al. 2007). Hauptsächlich 
genutzt werden mesenchymale Stammzellen (MSC), die aus Knochenmark (Friedenstein et 
al. 1976), Fettgewebe (Zuk et al. 2002), Plazenta-Gewebe (Igura et al. 2004), Periost (Ng et 
al. 2005) und Nabelschnurblut (Bieback et al. 2004) isoliert werden können. Aufgrund ihrer 
Fähigkeit, in verschiedene Zelltypen zu differenzieren (Abb. 5) sind sie neben der Testung 
von Knochenersatzmaterialien auch für viele andere Anwendungen geeignet. Dazu zählen u. 
a. die Therapie von Herzinfarkten (Strauer et al. 2002, Schäfer et Northoff 2008, Grauss et al. 
2007), die Behandlung von Blutkrankheiten (Lee et al. 2002), Knorpelläsionen (Jorgensen et 
al. 2008), Diabetes (Urban et al. 2008), neurodegenerativen Erkrankungen (Dezawa 2008) 
oder auch die Nachbehandlung von Krebspatienten (Koc et al. 2000).  
 
 
 
                      Abb. 5: Differenzierungsmöglichkeiten der MSC  
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Die Differenzierung von MSC zu Knochenzellen (Osteoblasten) wird in vitro durch osteogene 
Zusätze zum Kulturmedium erreicht (siehe Tab. 7, Seite 19). Um die Entwicklung der MSC 
zu Osteoblasten nachzuweisen, gibt es verschiedene Möglichkeiten. Neben dem 
Calciumnachweis in der sezernierten extrazellulären Matrix dienen osteoblastenspezifische 
Marker zur Identifizierung. Als klassische Marker der osteoblastären Differenzierung gelten 
neben der Alkalischen Phosphatase z. B. Runx2, Kollagen I, Osteopontin, Osteocalcin, Bone 
Sialoprotein (BSPII) und Osteocalcin (Pautke 2004, Sun et al. 2008, Wan et al. 2008). 
Obwohl spenderabhängige Unterschiede nicht ausgeschlossen werden können, liegt ein we-
sentlicher Vorteil der MSC gegenüber Zellen einer Zelllinie in ihrer größeren Sensibilität 
gegenüber sich verändernden Umgebungsbedingungen. Diese Eigenschaft kann genutzt wer-
den, um verschiedene Knochenersatzmaterialien miteinander zu vergleichen. 
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1.4 Zielstellung der Arbeit 
Ziel der vorliegenden Arbeit war die biologische Charakterisierung neuartiger nanokristalliner 
und für die Knochenregeneration geeigneter Calciumphosphatzemente (CP-Zemente). Hierzu 
sollten verschiedene CP-Zementvarianten verwendet werden, die mit unterschiedlichen Bio-
molekülen (Cocarboxylase, Glucuronsäure, Weinsäure, Glucose-1-phosphat, Arginin, Lysin 
oder Asparaginsäure-Natriumsalz) modifiziert wurden.  
Zunächst sollte dabei der Einfluss der Modifikationen auf die Proteinbindungskapazität für 
humane Serumproteine und für das knochenspezifische Protein Osteocalcin ermittelt werden. 
Die Biokompatibilität der CP-Zemente wird durch in vitro Untersuchungen mit der humanen 
fötalen Osteoblastenzelllinie hFOB 1.19 und mit humanen mesenchymalen Stammzellen 
(hMSC) überprüft. Ausgehend von den Ergebnissen dieser Untersuchungen sowie den Daten 
zur Materialcharakterisierung sollten für weitere Experimente die erfolgversprechendsten 
Zementmodifikationen ausgewählt werden. 
Mit diesen „Favoriten“ sollte eine detailliertere Analyse der Adsorption von Serumproteinen 
sowie verschiedener knochenspezifischer Proteine erfolgen. Die Eignung der ausgewählten 
Zementvarianten als Knochenersatzmaterialien wird durch in vitro Untersuchungen mit 
hMSC zweier verschiedener Spender getestet. Im Rahmen dieser Untersuchungen sollte zu-
dem der Einfluss adsorbierter Serumproteine auf das Adhäsions-, Proliferations- und Diffe-
renzierungsverhalten der Zellen überprüft werden. 
Die normalerweise für in vitro Untersuchungen verwendeten Zementproben sind vollständig 
abgebunden und ausgehärtet. Bei einer klinischen Anwendung (z. B. Füllen eines Knochende-
fektes) darf der Zement jedoch als nicht abgebundene Paste vorliegen, um eine Injektion in 
den Knochendefekt zu ermöglichen. Dieser Zustand sollte deshalb in weiteren Experimenten 
in vitro simuliert und das Verhalten von hMSC auf diesen noch nicht ausgehärteten Zementen 
analysiert werden. 
Ein weiteres Ziel dieser Arbeit lag in der biologischen Charakterisierung neuartiger sterilisier- 
und lagerbarer ready-to-use Zementpasten, die erst während bzw. nach der Applikation im 
Kontakt mit Körperflüssigkeiten aushärten. Dazu sollten auch hier Untersuchungen zur Pro-
teinadsorption und zur Biokompatibilität durchgeführt werden. 
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2. Material und Methoden 
2.1 Trägermaterialien 
Für die im Rahmen dieser Arbeit durchgeführten Untersuchungen wurde ein 
Calciumphosphatzement der Firma InnoTERE GmbH (Dresden, Deutschland) verwendet, der 
an den von der Arbeitsgruppe von Prof. F.C.M. Driessens entwickelten „Biozement D“ ange-
lehnt ist (Driessens et al. 1997). Das Precursorpulver des verwendeten 
Calciumphosphatzements besteht im Wesentlichen aus 60 Masse-% alpha-
Tricalciumphosphat, 24 Masse-% wasserfreiem Calciumhydrogenphosphat, 4 Masse-% ge-
fälltem Hydroxylapatit und 10 Masse-% Calciumcarbonat. Nach Vermischen dieses 
Precursorpulvers mit einer wässrigen Lösung erfolgt die schrittweise chemische Umsetzung 
der beteiligten Calciumphosphate zu Hydroxylapatit. 
Sowohl der Basiszement als auch die modifizierten Zemente wurden bei der InnoTERE 
GmbH hergestellt und für die vorliegende Arbeit als Precursorpulver bzw. als fertige 
Plättchen (Durchmesser 6 bzw. 10 mm, Höhe rund 1 mm) zur Verfügung gestellt. Alle 
verwendeten Calciumphosphatzemente (Pulver bzw. Plättchen) wurden vor den Versuchen 
gammasterilisiert (Dosis: 30-35 kGy, Gamma-Service Produktbestrahlung GmbH, Radeberg, 
Deutschland). 
 
2.1.1 Basiszement (CPC) 
Zur Herstellung des Basiszements wurden die Ausgangsstoffe des Precursorpulvers in einer 
Planentenkugelmühle mit Achatausstattung (PKM P5, Fritsch) trocken vermahlen. Nach Zu-
gabe einer 4%igen wässrigen Dinatriumhydrogenphosphatlösung (Na2HPO4) in einem Pul-
ver/Flüssigkeit-Verhältnis von 0,35 erfolgte die gründliche Vermischung von Pulver und 
Flüssigkeit mit einem Spatel. Die so entstandene Paste wurde anschließend gleichmäßig auf 
die Vertiefungen einer Zellkulturplatte (96- bzw. 48-well Platte) verteilt und mit einem 
Teflonstempel zu Plättchen verpresst. Nach Aushärtung der Proben für 100 h in Wasser bei 
Raumtemperatur wurden sie an der Luft getrocknet.  
 
2.1.2 Modifizierte Zemente 
Zur Erzeugung eines Gefüges mit Hydroxylapatitkristallen im Nanometer-Maßstab und zur 
Modifizierung des Basiszements wurden solche Modifizierungskomponenten ausgewählt, die 
in ihrer Molekülstruktur funktionelle anionische Gruppen (Phosphat- und Carboxylgruppen) 
besitzen, da diese wahrscheinlich in wesentliche Mechanismen des Biomineralisationsprozes-
ses wie Hydroxylapatit-Keimbildung und -Wachstum eingreifen und zudem die Bindung bio-
logisch wichtiger Proteine (z. B. Wachstumsfaktoren) beeinflussen können. Ein weiteres 
Auswahlkriterium war die Eignung dieser Stoffe als Zusatz für medizinische Produkte. 
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Für die Herstellung der modifizierten Zementproben wurden die jeweiligen Zusätze (Tab. 5) 
in den angegebenen Konzentrationen als kristalliner Feststoff dem Precursorpulver vor dem 
Anrühren mit der Abbindelösung (4%ige Na2HPO4-Lösung) zugegeben und sehr gründlich 
vermischt. Die weitere Probenherstellung erfolgte analog zu der des Basiszements (siehe 
2.1.1). 
 
 Tab. 5: Darstellung der verwendeten Modifizierungszusätze 
Einteilung Modifizierungszusatz Hersteller 
eingesetzte 
Menge 
[mmol/g] 
Abkürzung 
Gruppe 1 
 
(Vitamin- und 
 Zuckerderivate, org. 
Säuren, Zusätze zu ZK-
Medium) 
Cocarboxylase Fluka 0,05 und 0,1 Coca 0.05/0.1  
D-Glucuronsäure-
Natriumsalz Monohydrat 
Aldrich 0,1 und 0,16 GS 0.1/0.16 
Weinsäure Merck 0,1 und 0,16 WS 0.1/0.16 
alpha-Glucose-1-phosphat 
Natriumsalz 
Fluka 0,16 G1P 0.16 
Gruppe 2 
 
(Aminosäuren und de-
ren Salze) 
L-Arginin Serva 0,08 Arg 
L-Asparaginsäure (Mononat-
riumsalz) 
Merck 0,08 AspNa 
L-Lysin Hydrochlorid Aldrich 0,08 Lys 
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Abb. 6: REM-Aufnahmen von Gefügen der verschieden modifizierten Zemente. Die Untersuchungen wurden 
von der Firma InnoTERE (InnoTERE GmbH, Dresden) durchgeführt. 
 
 
2.1.3 Herstellung der frisch abbindenden Zemente 
Für die Untersuchungen an nicht abgebundenen und ausgehärteten Zementen wurden die Ze-
mentproben unmittelbar vor dem jeweiligen Experiment unter sterilen Bedingungen herge-
stellt.  
Dazu wurde jeweils 1 g des Zementpulvers unter der Sterilarbeitsbank in einem 
Wägeschälchen abgewogen. Nach Zugabe von 350 µl steriler 4%iger Na2HPO4-Lösung er-
folgte die gründliche Vermischung von Pulver und Flüssigkeit mithilfe eines Spatels. Die so 
entstandene Paste wurde gleichmäßig auf die Vertiefungen einer 96- bzw. 48-well Zellkultur-
platte verteilt und mit einem Teflonstempel zu Plättchen verpresst. Je nach Versuch wurden 
die Proben anschließend entweder mit Flüssigkeit inkubiert oder in Gegenwart von Zellkul-
turmedium mit Zellen besiedelt. 
 
2.1.4 Pastenzemente 
Im Rahmen dieser Arbeit wurden drei verschiedene Pastenzemente untersucht: zwei 
Einpasten- (1-P-CPC) und ein Zweipasten-Calciumphosphatzement (2-P-CPC). Die 
Zusammensetzung dieser Pastenzemente ist in Tab. 6 dargestellt. 
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 Tab. 6: Zusammensetzung der 1- und 2-Pastenzemente 
Zementart 
Inhaltsstoffe 
CPC-Pulver 
Öl 
(Miglyol 812) 
Detergenz 
(Tween-80) 
Emulgator 
Abbindelösung 
(Na2HPO4) 
1-P-CPC 
80% 15% 3% 1% Lecithin 1% 
80% 15% 3% 1% Amphisol 1% 
2-P-CPC 80% 17% 2% 1% Lecithin 0% 
 
Für die Probenpräparation wurden die Inhaltsstoffe der Pastenzemente gründlich vermischt 
und die Paste gleichmäßig auf die Vertiefungen einer 48-well Zellkulturplatte aufgeteilt. Nach 
Verpressen der Paste zu Plättchen mittels Teflonstempel erfolgte die Aushärtung der Zemente 
für 100 Stunden in Wasser mit anschließender Trocknung an der Luft. 
Für die Untersuchungen zu frisch abbindenden Pastenzementen wurde ein steriler 1-P-CPC 
verwendet, der in pastöser Form in einer handelsüblichen Spritze ohne Kanüle vorlag. Zur 
Herstellung der Zementplättchen wurde die Zementpaste vorsichtig unter der Sterilwerkbank 
aus der Spritze herausgedrückt, gleichmäßig auf die Vertiefungen einer Zellkulturplatte (96- 
bzw. 48-well Platte) aufgeteilt und mithilfe eines Teflonstempels zu Plättchen verpresst. Je 
nach Versuch wurden die Proben anschließend entweder mit Flüssigkeit inkubiert oder in 
Gegenwart von Zellkulturmedium mit Zellen besiedelt. 
 
2.2 Zellen 
Für die in der vorliegenden Arbeit durchgeführten Biokompatibilitätsuntersuchungen wurden 
zum einen die humane fötale Osteoblastenzelllinie hFOB 1.19 und zum anderen humane 
mesenchymale Stammzellen (hMSC) verwendet. 
 
2.2.1 Humane fötale Osteoblasten (hFOB 1.19) 
Die hFOB 1.19-Zelllinie wurde von der American Type Culture Collection, ATCC, (LGC 
Promochem, Wesel; Bestellnummer: CRL-11372) bezogen. Dabei handelt es sich um adhä-
rent wachsende immortalisierte humane fötale Osteoblasten, die mit einem Gen transfiziert 
wurden, das für eine temperatursensitive Variante des SV40 T-Antigens codiert. Dieses T-
Antigen ist bei 34°C aktiv (Förderung der Proliferation) und bei 39,5°C inaktiv (Hemmung 
der Proliferation, Initiation der Zelldifferenzierung). Die Untersuchungen wurden mit Zellen 
der fünften bis achten Passage durchgeführt. 
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2.2.2 Humane mesenchymale Stammzellen (hMSC) 
Die in dieser Arbeit verwendeten hMSC wurden aus dem Knochenmark zweier gesunder 
Spender (Spender 040: 33 Jahre alt, Spender 041: 31 Jahre alt) gewonnen und freundlicher-
weise von Prof. Bornhäuser (Medizinische Klinik I, Universitätsklinikum „Carl Gustav Ca-
rus“ der TU Dresden) zur Verfügung gestellt. Für die Untersuchungen wurden hMSC der Pas-
sagen 4 bis 6 verwendet. 
 
2.3 Medien, Lösungen und Zubehör für die Zellkultur 
Die folgenden Tabellen 7 - 9 zeigen eine Übersicht über die Medien, Lösungen und Gefäße, 
die im Rahmen dieser Arbeit für die Zellkultur verwendet wurden. 
 
 Tab. 7: Zellkulturmedien 
 
Tab. 8: Mediumsbestandteile 
Bestandteil Hersteller 
alpha-MEM (M0894) 
   2,2 g/l Natriumcarbonat 
in Millipore-Wasser (pH 7,2) 
Sigma-Aldrich, Taufkirchen 
DMEM:F12 Biochrom AG, Berlin 
FCS (Charge: 656 FF, 134G) Biochrom AG, Berlin 
Penicillin/Streptomycin Biochrom AG, Berlin 
G418 (Neomycin) Biochrom AG, Berlin 
Dexamethason Sigma-Aldrich, Taufkirchen 
β-Glycerophosphat Sigma-Aldrich, Taufkirchen 
L-Ascorbinsäure-2-phosphat Sigma-Aldrich, Taufkirchen 
Vitamin D3 Calbiochem, San Diego (USA) 
DMSO Sigma-Aldrich, Taufkirchen 
Zellen Proliferationsmedium Differenzierungsmedium Einfriermedium 
hMSC alpha-MEM 
10% FCS (aktiv) 
100 µg/ml Penicillin 
100 µg/ml Streptomycin 
 
 
alpha-MEM 
10% FCS (aktiv) 
100 µg/ml Penicillin 
100 µg/ml Streptomycin 
osteogene Zusätze: 
   10 nM Dexamethason 
   3,5 mM β-Glycerophosphat 
   10 nM Vitamin D3 
70% alpha-MEM 
20% FCS (aktiv) 
10% DMSO 
hFOB 1.19 DMEM:F12 
10% FCS (aktiv) 
150 µg/ml G418 
DMEM:F12 
2% FCS (aktiv) 
150 µg/ml G418 
osteogene Zusätze: 
   0,1 µM Dexamethason 
   3,5 mM β-Glycerophosphat 
   50 µM L-Ascorbinsäure-2-Phosphat 
70% DMEM:F12 
20% FCS (inaktiv) 
10% DMSO 
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 Tab. 9: Lösungen und Puffer 
Lösung/Puffer Zusammensetzung Hersteller 
PBS 8,00 g/l NaCl 
0,20 g/l KCl 
1,15 g/l Na2HPO4 
0,20 g/l KH2PO4 
in Millipore-Wasser (pH 7,4) 
Merck, Darmstadt 
J.T. Baker, Deventer (NL) 
Roth, Karlsruhe 
Merck, Darmstadt 
Trypsin/EDTA 0,05% Trypsin/0,02% EDTA  
in Millipore-Wasser 
Biochrom AG, Berlin 
 
Für alle zellbiologisch durchgeführten Arbeiten wurden Zellkulturgefäße und -platten der 
Firmen Nunc (Wiesbaden), TPP (Trasadingen, Schweiz) und Sarstedt (Nümbrecht) verwen-
det. 
 
 
2.4 Zellkulturtechniken 
2.4.1 Expansion und Passagierung 
In Abhängigkeit von der Zellart fand die Expansion im entsprechenden Proliferationsmedium 
statt (siehe Tab. 7). War die Zellkulturflasche zu ca. 80% bewachsen, erfolgte eine Subkulti-
vierung (Passagierung). Dazu wurde das Medium vorsichtig aus der Zellkulturflasche entfernt 
und die Zellen anschließend mit PBS gewaschen. Zum Ablösen der adhärenten Zellen vom 
Flaschenboden wurde eine Trypsin/EDTA-Lösung zugegeben und für 3-5 min im Brut-
schrank inkubiert. Waren alle Zellen vom Boden abgelöst (Kontrolle mit Mikroskop), wurde 
die Aktivität der Protease Trypsin durch Zugabe von serumhaltigem Medium gehemmt, um 
eine Zellzerstörung zu vermeiden. Die entstandene Zellsuspension wurde in ein 50 ml 
Zentrifugenröhrchen überführt und für 5 min bei 1.500 rpm zentrifugiert (Megafuge 1.0 R, 
Heraus Instruments). Im Anschluss daran erfolgten die Entfernung des Überstandes und die 
Resuspension der Zellen in frischem Medium. Abschließend wurden die Zellen gezählt und 
entweder auf neue Zellkulturflaschen aufgeteilt oder auf die Materialien ausgesät. 
Die Expansion der hMSC fand bei 37°C in einem CO2-Inkubator statt. Bei den hFOB 1.19 
wurde, bedingt durch deren Transfektion mit einem Gen, das für eine temperatursensitive 
Variante des SV40 T-Antigens codiert, eine optimale Expansion der Zellen bei 34°C erzielt 
(Harris et al. 1995). Der Wechsel des Kulturmediums fand alle zwei bis drei Tage statt. 
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2.4.2 Kryokonservierung und Rekultivierung 
Je nach Zellart wurden für die Kryokonservierung unterschiedliche Medien eingesetzt (siehe 
Tab. 7, Seite 19). Der Ablauf des Einfriervorgangs war jedoch bei allen Zellen gleich. 
Dazu wurden die Zellen nach dem Passagieren gezählt und nochmals für 5 min bei 1.500 rpm 
zentrifugiert. Nach Entfernen des Überstandes erfolgte die Resuspension des entstandenen 
Zellpellets im jeweiligen 4°C kalten Einfriermedium. Danach wurde die Zellsuspension in 1,5 
ml Kryoröhrchen überführt (5 - 8·10
5
 Zellen/Kryoröhrchen). Diese wurden dann bei -80°C für 
mindestens 16 Stunden in einem Kryo-Einfriergerät gelagert, welches eine langsame Abküh-
lung (1°C/min) der Zellsuspension auf -80°C sicherstellte. Abschließend erfolgte die Über-
führung der Röhrchen in flüssigen Stickstoff. 
 
Zur Rekultivierung wurden die Zellen im Wasserbad bei 37°C langsam aufgetaut, bis ein be-
weglicher Eisklumpen entstanden war. Nach sorgfältiger Desinfizierung des Kryoröhrchens 
mit 70%igem Ethanol wurde der Inhalt in 50 ml kaltem Proliferationsmedium, welches 20% 
FCS enthielt, aufgenommen. Dabei erfolgte die Zugabe der ersten 10 ml tropfenweise und 
unter stetigem Schwenken des Röhrchens. Um das bei Raumtemperatur zytotoxisch wirkende 
DMSO zu entfernen, wurden die Zellen für 5 min bei 1.500 rpm zentrifugiert und der Über-
stand abgesaugt. Das Zellpellet wurde in frischem Proliferationsmedium resuspendiert und die 
Zellsuspension auf Kulturflaschen verteilt. 
 
2.4.3 Bestimmung der Zellzahl 
Ein kleines Volumen der Zellsuspension wurde mit Trypanblau angefärbt und die Anzahl der 
nicht gefärbten, lebenden Zellen mithilfe der Neubauer-Zählkammer und einem Lichtmikro-
skop (Zeiss Axiovert 40 CFL) bestimmt. 
 
2.4.4 Kultivierung der Zell-Zement-Konstrukte und osteogene Induktion 
Die Kultivierung der Zell-Zement-Konstrukte wurde unter statischen Bedingungen in 96- und 
48-well Zellkulturplatten in einem CO2-Inkubator durchgeführt. Dabei fand alle zwei bis drei 
Tage ein Mediumswechsel statt. Die Kultivierungsbedingungen für die hMSC und die hFOB 
1.19 in Abhängigkeit von Proliferation oder Differenzierung sind in Tab. 10 dargestellt. 
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    Tab. 10: Kultivierungsbedingungen für hMSC und hFOB 1.19 
Zellart Proliferation Differenzierung 
hMSC Proliferationsmedium 
37°C 
5,5% CO2 
Differenzierungsmedium 
37°C 
5,5% CO2 
hFOB 1.19 Proliferationsmedium 
34°C 
5,5% CO2 
Differenzierungsmedium 
37°C 
7% CO2 
 
Die osteogene Induktion erfolgte bei den hFOB 1.19 am ersten Tag nach der Besiedlung so-
wohl durch Wechsel der Kultivierungsbedingungen von 34°C und 5,5% CO2 zu 37°C und 7% 
CO2, als auch durch Zugabe von Differenzierungsmedium. Bei den hMSC wurde die osteoge-
ne Differenzierung je nach Versuch am zweiten, dritten oder vierten Tag nach Aussaat auf die 
entsprechenden Zemente durch Wechsel von Proliferations- zu Differenzierungsmedium in-
duziert. 
 
 
2.5 Analysemethoden 
2.5.1 Bestimmung der Proteinadsorption 
Die Proteinbestimmung im Serum (human und bovin) erfolgte nach der Methode von Brad-
ford mittels Roti
®
-Nanoquant. Der Nachweis beruht auf der spezifischen Bindung des 
Trimethylmethan-Farbstoffes Coomassie Brilliantblau G-250 an Proteine. Bindet der 
Farbstoff im sauren Milieu an Proteine, so verschiebt sich das Absorptionsmaximum der Far-
be von 465 nm ohne Protein zu 595 nm mit Protein. Die Zunahme der Absorption bei 595 nm 
ist ein Maß für die Proteinkonzentration der Lösung und kann photometrisch ermittelt werden. 
 
 Tab. 11: Lösungen und Reagenzien zur Untersuchung der Serumadsorption 
Lösung/Reagenz Zusammensetzung Hersteller 
humanes Serum (HS) Human Serum off the clot, pooled 
(0,1 und 1% HS verdünnt in Milli-
pore-Wasser) 
PromoCell, Heidelberg 
fötales Kälberserum (FCS) Charge: 656 FF und 134 G (10% 
FCS in alpha-MEM) 
Biochrom, Berlin 
Lösung zur Proteinbestimmung Roti
®
-Nanoquant Roth, Karlsruhe 
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2.5.1.1 Proteinadsorption aus humanem Serum 
Die Inkubation der Zementproben mit humanem Serum erfolgte in 96-well Zellkulturplatten. 
Dazu wurden 300 µl des 0,1%igen bzw. 1%igen humanen Serums auf die Zemente pipettiert 
und je nach Versuch unterschiedlich lang inkubiert. Die Inkubationsbedingungen für die ver-
schiedenen Experimente sind in Tab. 12 aufgelistet. 
 
 Tab. 12: Inkubationsbedingen zur Untersuchung der Proteinadsorption 
Versuch Inkubationsdauer  Inkubationstemperatur Probennahme 
modifizierte Zemente 
(siehe 3.1.1.1) 
8 Tage 4°C (Kühlschrank) d1, d4, d6, d8 
Zementfavoriten 
(siehe 3.2.1.1) 
14 Tage 4°C (Kühlschrank) d1, d3, d6, d9, d14 
Zementvergleich abgebunden - 
nicht abgebunden 
(siehe 3.3.1.1)  
15 Tage 37°C (Brutschrank) d1, d6, d9, d13, d15 
frisch hergestellte  
Zementfavoriten 
(siehe 3.3.1.2) 
9 Tage 37°C (Brutschrank) d1, d6, d9 
 
Zur Probennahme wurden jeweils 10 µl des Überstands als Doppelbestimmung in eine frische 
96-well Platte umpipettiert und bis zur Analyse bei -20°C eingefroren. Am Ende des Versuchs 
wurden die Platten bei Raumtemperatur für ca. 10 min aufgetaut und die Proben mit jeweils 
40 µl Millipore-Wasser verdünnt (Gesamtvolumen/well: 50 µl). Nach Zugabe von 200 µl ein-
fach konzentrierter Roti
®
-Nanoquant-Lösung erfolgte eine fünfminütige Inkubation bei 
Raumtemperatur. Die Bestimmung der Proteinkonzentration erfolgte photometrisch durch 
Messung der Absorption bei 590 und 450 nm (SpectraFluorPlus, Tecan) und anschließender 
Korrelation mit einer BSA-Eichreihe.  
Für die Auswertung wurden die hierbei ermittelten Werte auf die von den Zementen gebun-
dene Proteinmenge umgerechnet. Natives 0,1%iges bzw. 1%iges humanes Serum derselben 
Charge, welches ohne Zement im well inkubiert wurde, diente dabei als Bezugswert (100%-
Wert). 
 
2.5.1.2 Proteinadsorption aus Zellkulturmedium 
Zur Untersuchung der Proteinadsorption aus Zellkulturmedium wurden die Zemente mit je-
weils 250 µl hMSC-Proliferationsmedium über definierte Zeiträume bei 37°C im Brutschrank 
inkubiert. Zu verschiedenen Zeitpunkten wurden 20 µl Medium pro Probe entnommen, in 
Reaktionsgefäße überführt und bis zur Analyse bei -20°C eingefroren. Das restliche Medium 
wurde abgesaugt und durch frisches ersetzt. Am Ende des Versuchs wurden die Proben ca. 10 
min bei Raumtemperatur aufgetaut und mit jeweils 580 µl Millipore-Wasser verdünnt (Ge-
samtvolumen/Reaktionsgefäß: 600 µl). Zur Bestimmung der Proteinkonzentration wurden 
jeweils 50 µl Probe (Doppelbestimmung) in einer Mikrotiterplatte vorgelegt, mit 200 µl ein-
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fach konzentrierter Roti
®
-Nanoquant-Lösung versetzt und 5 min bei Raumtemperatur 
inkubiert. Im Anschluss daran erfolgten die Messung der Absorption bei 590 und 450 nm 
(SpectraFluorPlus, Tecan) und die Korrelation der Proteinkonzentration mit einer BSA-
Eichreihe. 
Für die Auswertung wurden die ermittelten Werte auf die von den Zementen gebundene Pro-
teinmenge umgerechnet und über den Inkubationszeitraum aufaddiert. Medium, welches ohne 
Zement im well inkubiert wurde, diente dabei als Bezugswert. 
 
2.5.1.3 Bindungskapazität für knochenspezifische Proteine 
Die Bindungskapazitäten der verschiedenen Zemente für die knochenspezifischen Proteine 
Osteocalcin (OC), BMP-2 und VEGF wurden mithilfe eines Direkt-ELISA ermittelt. 
Ein ELISA (Enzyme Linked ImmunoSorbent Assay) ist die Durchführung einer Immunreak-
tion an einer Festphase. Die Basis jedes ELISA stellen drei chemisch-physikalische Prozesse 
dar:   
  
   •   Adsorption von Antikörper oder Antigen an eine Festphase 
   •   spezifische Interaktion von Antigen und Antikörper 
   •   enzymatische Nachweisreaktion 
 
Als Festphase wurde beim hier durchgeführten Direkt-ELISA die Probenoberfläche (Zement-
oberfläche) verwendet. Nach Adsorption der Proteine (Antigene) an die Probenoberfläche 
wurden freie Bindungsstellen mit BSA blockiert und das Antigen mit einem spezifischen 
Antikörper (1. AK) gebunden. Zur Signalverstärkung wurde ein Biotin-gekoppelter Antikör-
per zugegeben (2. AK), der an Streptavidin bindet. In dieser Arbeit wurde Streptavidin, wel-
ches mit dem Enzym Alkalische Phosphatase (ALP) markiert war, verwendet. Durch die von 
der ALP katalysierte Reaktion wird das farblose p-Nitrophenylphosphat (pNpp) in das gelbe 
p-Nitrophenolat-Anion (pNp) umgewandelt. Über die Messung der optischen Dichte kann 
anschließend die Konzentration des Produkts in einem Photometer bestimmt werden. Das 
Prinzip des in dieser Arbeit angewendeten Direkt-ELISA ist in Abb. 7 dargestellt. Die dabei 
verwendeten Lösungen, Proteine und Antikörper zeigt Tab. 13. 
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    Abb. 7: Prinzip des angewendeten Direkt-ELISA 
 
 Tab. 13: Lösungen, Proteine und Antikörper für die Direkt-ELISAs 
Lösung/Protein/Antikörper Zusammensetzung Hersteller 
Blockpuffer 3% BSA 
0,5% Tween-20 
in PBS 
Sigma-Aldrich, Taufkirchen 
Sigma-Aldrich, Taufkirchen 
Lösungspuffer 0,5% BSA 
0,5% Tween-20 
in PBS 
Sigma-Aldrich, Taufkirchen 
Sigma-Aldrich, Taufkirchen 
Waschpuffer 0,5% Tween-20 in PBS Sigma-Aldrich, Taufkirchen 
Substratlösung 20 mM p-Nitrophenylphosphat 
in ALP-Substratpuffer 
Sigma-Aldrich, Taufkirchen 
Stopplösung 1 M NaOH FlukaChemika, Taufkirchen 
BMP-2 Recombinant Human Bone Mor-
phogenetic Protein-2 
(10 µg/ml gelöst in sterilem 
Millipore-Wasser) 
Biomol, Hamburg 
Osteocalcin Osteocalcin, Bovine Bone 
(0,1 mg/ml gelöst in sterilem PBS) 
Merck, Darmstadt 
VEGF Recombinant Human Vascular 
Endothelial Growth Factor-165-
Sf9  
(0,1 mg/ml gelöst in sterilem 
Millipore-Wasser) 
Biomol, Hamburg 
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 MAb to Osteocalcin (hu/bov) 
 (1. AK) 
aus Maus gegen humanes/bovines 
Osteocalcin (9,5 mg/ml) 
Biozol, Eching 
Biotin-SP-conj. Goat Anti-Mouse 
IgG (2. AK) 
aus Ziege gegen Maus-Antigen  
(1,2 mg/ml) 
Dianova, Hamburg 
ALP-conj. Streptavidin 
(3. AK) 
Streptavidin konj. mit Alkalischer 
Phosphatase (1 mg/ml) 
Dianova, Hamburg 
anti-hVEGF Goat IgG 
(1. AK) 
aus Ziege gegen humanes VEGF 
(1 mg/ml) 
Sigma-Aldrich, Taufkirchen 
Biotin-SP-conj. Rabbit Anti-Goat 
IgG (2. AK) 
aus Kaninchen gegen Ziegen-Anti-
gen (1,1 mg/ml) 
Dianova, Hamburg 
anti-hBMP-2 Mouse IgG (1. AK) aus Maus gegen humanes BMP-2 
(0,5 mg/ml) 
R&D Systems, Minneapolis 
(USA) 
 
Zur Bestimmung der Bindungskapazität der verschiedenen Zemente für die spezifischen Pro-
teine wurden die Zementproben zunächst mit den für den jeweiligen Versuch definierten Pro-
teinmengen (siehe 3.1.1.2 und 3.2.1) über Nacht bei 4°C (Kühlschrank) inkubiert. Am nächs-
ten Tag wurden die Proben zweimal mit je 250 µl PBS gewaschen und die Zemente in neue 
wells umgesetzt um die an die Polystyroloberfläche der wells gebundenen Proteine nicht mit 
zu messen. Die zur Detektion des gebundenen Proteins nötigen Schritte des Direkt-ELISA 
sind in Tab. 14 dargestellt. 
 
 Tab. 14: Arbeitsvorschrift zur Durchführung des Direkt-ELISA 
Arbeitsschritt Reagenzien Inkubationszeit 
Blockieren 250 µl Blockpuffer 1,5 h  
Waschen 300 µl Waschpuffer 1 min 
Inkubation mit 1. Antikörper 
         OC: MAb to Osteocalcin   
   BMP-2: anti-hBMP-2 Mouse IgG 
    VEGF: anti-hVEGF Goat IgG 
100 µl AK-Lösung 
1:20.000 in Lösungspuffer 
1:1.000 in Lösungspuffer 
1:1.000 in Lösungspuffer 
2 h 
Waschen 300 µl Waschpuffer 3x für je 5 min 
Inkubation mit 2. Antikörper 
         OC: Biotin-SP-conj. Goat Anti-Mouse IgG 
   BMP-2: Biotin-SP-conj. Goat Anti-Mouse IgG 
    VEGF: Biotin-SP-conj. Rabbit Anti-Goat IgG 
100 µl AK-Lösung 
1:2.500 in Lösungspuffer 
1:2.500 in Lösungspuffer 
1:2.500 in Lösungspuffer 
1 h 
Waschen 300 µl Waschpuffer 3x für je 5 min 
Inkubation mit ALP-conj. Streptavidin 100 µl AK-Lösung 
1:500 in Lösungspuffer 
1 h 
Waschen 300 µl Waschpuffer 3x für je 5 min 
Zugabe der Substratlösung 250 µl Substratlösung  je nach Farbentwicklung 
Abstoppen  100 µl Stopplösung - 
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Farblösung in neue 96-well Platte überführen 200 µl - 
Messen der Absorption bei 405 nm - - 
 
Da es nicht möglich war, eine Eichreihe für das jeweilige Protein auf den Zementen zu erstel-
len, kann die Menge des gebundenen Proteins nur semiquantitativ angegeben werden. Das 
Messen der Absorption erfolgte mit dem Gerät SpectraFluorPlus von Tecan.  
 
2.5.2 Fluoreszenzmikroskopische Analyse der Zellen 
Im Rahmen dieser Arbeit wurden alle fluoreszenzmikroskopischen Untersuchungen an einem 
Axioskop 2 FS MOT durchgeführt, wobei die Mehrkanalbilder von einer AxioCam-
Farbkamera mit Hilfe der AxioVis-Software (alle: Zeiss, Jena) aufgenommen wurden. Die für 
die Färbungen benötigten Kits und Reagenzien sind in Tab. 15 aufgelistet. 
 
 Tab. 15: Kits und Färbereagenzien für die Mikroskopie 
Kit/Farbreagenz Zusammensetzung Hersteller 
DAPI 1 mg/ml (2,68 mM) in Millipore-
Wasser 
Sigma-Aldrich, Taufkirchen 
Phalloidin/Alexa Fluor 488 Alexa Fluor
®
 488 Phalloidin in 
Methanol 
Invitrogen, Karlsruhe 
Fixierungslösung 3,7% Formaldehyd in PBS Sigma-Aldrich, Taufkirchen 
Permeabilisierungslösung 0,2% Triton-X-100 in PBS Sigma-Aldrich, Taufkirchen 
Blocklösung 1% BSA in PBS Sigma-Aldrich, Taufkirchen 
Live/Dead
®
 Viability/Cytotoxicity 
Kit 
- Invitrogen, Karlsruhe 
 
 
2.5.2.1 Anfärbung von Zellbestandteilen 
Bei den untersuchten Proben wurden jeweils der Zellkern mittels DAPI und das Aktin-
zytoskelett der Zellen mittels Phalloidin/Alexa Fluor 488 angefärbt. 
Hierzu wurden die Proben zunächst einmal mit PBS gewaschen, für mindestens 10 min mit 
3,7% Formaldehyd fixiert und wieder zweimal mit PBS gewaschen. Im Anschluss an eine 
fünfminütige Permeabilisierung der Zellen mit 0,2% Triton-X-100 erfolgte erneut ein dreima-
liges Spülen der Proben mit PBS für jeweils 5 min. Um unspezifische Bindungsstellen 
abzusättigen, wurden die Proben für 30 min in einer 1%igen BSA-Lösung inkubiert. Es folgte 
die Anfärbung der Zellbestandteile mit DAPI (1:1000, Absorption bei 358 nm, Emission bei 
461 nm) und Phalloidin/Alexa Fluor 488 (1:50, Absorption bei 495 nm, Emission bei 518 nm) 
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in einer 1%igen BSA-Lösung für 1 h im Dunkeln. Nach dreimaligem Waschen mit PBS wur-
den die Proben bei 4°C lichtgeschützt gelagert bzw. direkt mikroskopisch untersucht. 
 
2.5.2.2 Live/Dead-Färbung (Lebend/Tot-Färbung) 
Die Live/Dead-Färbung beruht auf einer Zwei-Farb-Fluoreszenz-Messung, womit eine simul-
tane Darstellung von lebenden und toten Zellen ermöglicht wird. Dabei werden zwei Farbstof-
fe - Calcein AM und Ethidium Homodimer-1 (EthD-1) verwendet, die bei verschiedenen 
Wellenlängen emittieren. Calcein AM durchdringt die Zellmembran und wird durch Esterasen 
im Zytoplasma lebender Zellen in intensiv grün fluoreszierendes Calcein umgewandelt. 
Ethidium Homodimer-1 kann nur in Zellen mit beschädigter Zellmembran eindringen und 
dort die DNA anfärben. Im Fluoreszenzmikroskop erscheinen lebende Zellen somit grün und 
tote Zellen rot. 
Beide Farbstoffe sind Bestandteil des Live/Dead
®
 Viability/Cytotoxicity Kits (Invitrogen, 
Karlsruhe). Zur Durchführung der Färbung wurde das alte Zellkulturmedium abgenommen 
und durch frisches, welches mit 0,6 µl/ml Calcein AM und 1,2 µl/ml EthD-1 angereichert 
war, ersetzt. Nach 30-minütiger Inkubation bei 37°C im Brutschrank wurde die Färbelösung 
gegen warmes PBS ausgetauscht. Unmittelbar danach erfolgte die mikroskopische Analyse.  
 
2.5.3 Biochemische Analyse der Zellen 
Für die Untersuchung der Adhäsion und Zellproliferation war es nötig, zu unterschiedlichen 
Kultivierungszeitpunkten die Zellzahl zu bestimmen. Diese wurde indirekt durch Messung der 
Lactatdehydrogenaseaktivität (LDH-Aktivität) und anschließende Korrelation mit einer Eich-
reihe ermittelt. Zum Nachweis der osteogenen Differenzierung der hMSC bzw. der hFOB 
1.19 wurde die Enzymaktivität der alkalischen Phosphatase (ALP-Aktivität) gemessen und 
anschließend auf die jeweilige Zellzahl bezogen. 
Um sowohl die LDH- als auch die ALP-Aktivität der lebenden adhärenten Zellen messen zu 
können, mussten die Enzyme aus den Zellen freigesetzt werden. Dazu wurde die Zellmemb-
ran zerstört (lysiert). Die Lyse gliederte sich in zwei Schritte. Der erste Schritt bestand im 
Einfrieren der Proben bei -80°C, wodurch sich Eiskristalle bildeten, die die Zellmembran 
schädigten. Im zweiten Schritt erfolgte durch Zugabe eines detergenzhaltigen Lysepuffers 
(1% Triton X-100 in PBS, Sigma Aldrich, Taufkirchen) eine Verstärkung der Lyse. Je nach 
Größe der Proben wurden 250 bzw. 500 µl Lysepuffer verwendet und die Zellen damit 50 min 
auf Eis inkubiert. Daran schloss sich die Bestimmung der LDH- bzw. ALP-Aktivität im je-
weils gleichen Lysat an. 
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2.5.3.1 Bestimmung der LDH-Aktivität 
Bei der Lactatdehydrogenase handelt es sich um ein Enzym, welches im Zytoplasma lebender 
Zellen vorkommt. Durch Tod oder nach Lyse der Zellen wird die Zellmembran durchlässig 
und die LDH gelangt aus der Zelle in den Überstand  bzw. ins Lysat, wo sie detektiert werden 
kann (Abb. 8). 
 
Durch Tod oder Lyse der 
Zelle wird Zellmembran 
durchlässig und die LDH 
gelangt ins Lysat bzw. in 
den Überstand.
LDH im Zytoplasma 
lebender Zellen
LDH
Zellkern
„tote“ Zellen: Messung der 
LDH im Überstand
„lebende adhärente“ Zellen: 
Messung der LDH im  Lysat  
             Abb. 8: Freisetzung der LDH nach Zelltod bzw. Zelllyse 
 
Grundlage des LDH-Tests ist der in Abb. 9 dargestellte Prozess. Die LDH katalysiert die 
Oxidation von Lactat zu Pyruvat, wobei das Koenzym NAD
+
 zu NADH+H
+
 reduziert wird. 
Im Anschluss daran oxidiert das Enzym Diaphorase NADH+H
+
 wieder zu NAD
+
. Infolge 
dessen wird das Tetrazoliumsalz INT zum roten Formazan reduziert, dessen Menge propor-
tional zur LDH-Aktivität ist. 
 
Lactat Pyruvat
LDH
NAD+ NADH + H+
Diaphorase
Formazan Tetrazoliumsalz INT
 
   Abb. 9: Prinzip des LDH-Tests 
 
Zur Durchführung des Tests wurden 50 µl des Lysats (Bestimmung der Anzahl lebender ad-
härenter Zellen) bzw. 50 µl des Überstandes (Bestimmung der Anzahl toter Zellen) in 96-well 
Platten pipettiert und mit 50 µl Substratlösung eines Kitsystems von Promega (CytoTox 96
®
 
Non-Radioactive Cytotoxicity Assay) versetzt. Nach einer lichtgeschützten Inkubation für 30 
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min bei Raumtemperatur, wurde die Reaktion durch Zugabe von 50 µl 1 M Essigsäure abge-
stoppt. Die Bestimmung der LDH-Aktivität erfolgte photometrisch durch Messung der Ab-
sorption bei 492 nm (SpectraFluorPlus, Tecan). Um die Messungen im linearen Bereich der 
Eichkurve durchführen zu können, war es nötig, einige Lysate mit Lysepuffer zu verdünnen. 
Dabei blieb das eingesetzte Volumen von 50 µl jedoch immer konstant.  
Zur Kontrolle und statistischen Absicherung erfolgte für jede Probe eine Zweifachbestim-
mung der LDH-Aktivität. Als Leerwert, der von allen ermittelten Werten abgezogen wurde, 
wurde das Lysat bzw. der Überstand eines Zements verwendet, der ohne Zellen inkubiert 
worden war. 
 
2.5.3.2 Bestimmung der ALP-Aktivität 
Bei der alkalischen Phosphatase handelt es sich um ein membrangebundenes Enzym, welches 
in Osteoblasten vorkommt und die Hydrolyse von Phosphorsäureestern katalysiert. 
Für den Nachweis der ALP-Aktivität wird das farblose p-Nitrophenylphosphat (pNpp) als 
Testsubstrat verwendet. Durch Abspaltung des Phosphatrests entsteht das gelbe p-
Nitrophenolat-Anion (pNp), welches bei Licht der Wellenlänge 405 nm eine charakteristische 
Absorption zeigt. Im folgenden Schema ist die Reaktion grafisch dargestellt (Abb. 10).  
 
 
           Abb. 10: Reaktionsschema des ALP-Tests 
 
 Tab. 16: Lösungen zum Nachweis der ALP-Aktivität 
Lösung Zusammensetzung Hersteller 
ALP-Substratpuffer 0,1 M Diethanolamin 
0,1 Vol.% Triton-X-100 
1 mM MgCl2 
in Millipore-Wasser (pH 9,8) 
Sigma-Aldrich, Taufkirchen 
Sigma-Aldrich, Taufkirchen 
Sigma-Aldrich, Taufkirchen 
ALP-Substratlösung 20 mM p-Nitrophenylphosphat 
in ALP-Substratpuffer 
Sigma-Aldrich, Taufkirchen 
ALP-Produktlösung 1 mM p-Nitrophenol in ALP-
Substratpuffer 
Sigma-Aldrich, Taufkirchen 
ALP-Stopplösung 1 M NaOH FlukaChemika, Taufkirchen 
 
Für den Test wurden zunächst 125 µl ALP-Substratlösung (siehe Tab. 16) in 1,5 ml Reakti-
onsgefäßen vorgelegt. Nach Zugabe von 25 µl Lysat erfolgte eine 30-minütige Inkubation bei 
37°C. Um die Reaktion abzustoppen, wurden 62 µl 1 M Natronlauge zugegeben. Nach guter 
Vermischung erfolgte die Zentrifugation der Proben bei 13.200 rpm für 10 min. Anschließend 
2. Material und Methoden  31 
 
 
wurden 170 µl des Reaktionsansatzes in 96-well Platten pipettiert und die Absorption bei 405 
nm gemessen (SpectraFluorPlus, Tecan). 
Bei der Messung der Versuchsreihen wurde jeweils parallel zu den Proben eine Standardreihe 
angelegt. Die graduelle Verdünnung der ALP-Produktlösung mit dem ALP-Substratpuffer 
diente zur Erstellung der Standardreihe. Mit Hilfe der Standardreihe konnte die pNp-
Konzentration im Reaktionsansatz ermittelt und so die Aktivität der Alkalischen Phosphatase 
quantifiziert werden. Um die spezifische ALP-Aktivität zu bestimmen, wurde die Aktivität 
der Alkalischen Phosphatase (µmol pNp/30 min/Probe) auf die anhand der LDH-
Aktivitätsmessung bestimmte Zellzahl bezogen und als µmol pNp/30 min/10
6
 Zellen angege-
ben. 
Wie auch beim LDH-Test erfolgte eine Doppelbestimmung der Proben. Das Lysat eines Ze-
ments, der ohne Zellen kultiviert worden war, diente als Leerwert, der von den ermittelten 
Werten abgezogen wurde.  
 
2.5.4 molekularbiologische Analyse der Zellen zum Nachweis der Gentranskription 
Mithilfe der RT-PCR ist es möglich, die Aktivität bestimmter Gene auf transkriptioneller 
Ebene nachzuweisen.  
Dazu wird zunächst die RNA der interessierenden Zellen isoliert und gereinigt. Zur Durchfüh-
rung der PCR muss ein DNA-Templat vorliegen, weshalb die isolierte RNA durch das Enzym 
Reverse Transkriptase in cDNA umgeschrieben werden muss. Die so entstandene cDNA wird 
nun mittels PCR amplifiziert. Um zu überprüfen, ob das gewünschte cDNA-Fragment vor-
handen ist und amplifiziert wurde, wird anschließend eine Agarosegelelektrophorese durchge-
führt. 
 
2.5.4.1 RNA-Isolierung und -Reinigung 
Zur Isolierung der RNA aus den Zellen und deren Reinigung wurde der peqGOLD MicroSpin 
Total RNA Kit und der peqGOLD Dnase I Digest Kit (beides von peqlab Biotechnologie 
GmbH, Erlangen) verwendet.  
Dabei wurden die Zellen zunächst mit 250 µl RNA-Lysepuffer für 5 min auf dem Schüttler 
lysiert. Nach Zugabe von 250 µl 70%igem Ethanol (Roth, Karlsruhe) erfolgte die Homogeni-
sierung und Überführung des Gemisches auf eine HiBind MicroSpin RNA Säule. Bei diesem 
Verfahren bindet die in dem Zelllysat enthaltende RNA an eine aus Silikatgel bestehende 
Membran. Durch mehrmaliges Waschen der Säule mit speziell optimierten Puffern und einem 
DNase-Verdau mittels DNase I wurde die membrangebundene RNA von Verunreinigungen 
sowie etwaigen DNA-Kontaminationen befreit und abschließend durch erneutes Zentrifugie-
ren getrocknet. Die Elution der RNA erfolgte nach Zugabe von 15 μl RNase-freiem Wasser 
durch Zentrifugation bei maximaler Geschwindigkeit für 1 min. Zur Lagerung wurde die iso-
lierte RNA bei -80°C aufbewahrt. 
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Zur Bestimmung der Konzentration und Reinheit der RNA wurde mithilfe des UV-Vis 
Spektrophotometers Cary 50 (Varian GmbH, Darmstadt) die Extinktion des Eluats bei einer 
Wellenlänge von 260 nm, 280 nm und 320 nm bestimmt. Unter der Annahme, dass die OD 
einer RNA-Lösung mit einer Konzentration von 40 μg/ml einen Wert von 1 ergibt, lässt sich 
die Konzentration der RNA im Eluat nach folgender Formel berechnen (Mülhardt 2003): 
 
 c (µg/ml) = (OD260 - OD320) · 40 · VF                     c:  RNA-Konzentration im Eluat 
              OD260/320:  Extinktion bei 260/320 nm 
                       VF:  Verdünnungsfaktor 
 
Da Aminosäuren/Proteine bei 280 nm ein Absorptionsmaximum aufweisen, wurde die Rein-
heit der RNA anhand des Quotienten (OD260 - OD320) / (OD280 - OD320) ermittelt. Bei einem 
Quotienten zwischen 1,8 und 2,0 gilt die Probe als rein. Kleinere Werte weisen auf die Anwe-
senheit von Aminosäuren/Proteinen hin, Werte über 2,0 zeigen Salz- oder 
Nukleotidverunreinigungen aufgrund fortschreitender RNA-Degradierung durch RNasen an. 
 
2.5.4.2 c-DNA Synthese 
Für die Synthese der cDNA (Reverse Transkriptase) wurde die SuperScript
™
 II Reverse 
Transcriptase (Invitrogen, Karlsruhe) verwendet, wobei RNA mit einer Konzentration von 
300 ng/7,5 µl eingesetzt wurde. 
In einem ersten Schritt wurde in autoklavierten 1,5 ml Reaktionsgefäßen auf Eis eine 
RNA/Primer-Mischung angesetzt, 5 min bei 65°C inkubiert und anschließend mindestens 1 
min auf Eis gelagert. Nach Herstellung eines Master-Mixes wurde dieser zur RNA/Primer-
Mischung gegeben, 2 min bei Raumtemperatur inkubiert und der gesamte Ansatz schließlich 
in autoklavierte 0,2 ml PCR-tubes umpipettiert. Die Synthese der cDNA erfolgte nach Zugabe 
von 0,5 µl SuperScript II durch Inkubation für 50 min bei 42°C und anschließend für 15 min 
bei 70°C in einem Thermocycler. Bis zur weiteren Verwendung wurde die cDNA bei -20°C 
gelagert. 
 
 
RNA/Primer-Mischung: Master-Mix: 
 7,5 µl RNA 
 3 µl Random Hexamere (ges. 250 ng) 
 1 µl dNTP´s 
 4 µl 5x First-strand-buffer 
 0,5 µl MgCl2 (200 mM) 
 2 µl DTT 
 1 µl RNase OUT 
 
     
2. Material und Methoden  33 
 
 
             Tab. 17: Reagenzien für die cDNA-Synthese 
Reagenz Hersteller 
Random Hexamere MWG Biotech AG, Ebersberg 
dNTP´s (10 µmol) peqlab Biotechnologie GmbH, Erlangen 
MgCl2 (200 mM) Sigma-Aldrich, Taufkirchen 
RNase OUT (40 U/µl) Invitrogen, Karlsruhe 
 
2.5.4.3 Amplifikation spezifischer Sequenzen mittels PCR 
Die synthetisierte cDNA dient in der PCR als Templat, um spezifische Sequenzen aus dieser 
zu amplifizieren.  
Für die in dieser Arbeit durchgeführten PCRs wurde eine peqgold Hot Taq DNA Polymerase 
von peqlab Biotechnologie GmbH, Erlangen verwendet. Die eingesetzten Primer wurden von 
der MWG Biotech AG, Ebersberg hergestellt (Tab. 18). 
 
        Tab. 18: Verwendete Primer 
Gen Primer Basensequenz Tm in °C 
GAPDH 
hGAPDHfor 5´ - GGT GAA GGT CGG AGT CAA CGG - 3´ 63,7 
hGAPDHrev 5´ - GGT CAT GAG TCC TTC CAC GAT - 3´ 59,8 
ALP 
hALP2for 5´ - ACC ATT CCC ACG TCT TCA CAT TTG - 3´ 61,0 
hALP2rev 5´ - ATT CTC TCG TTC ACC GCC CAC - 3´ 61,8 
BSPII 
hBSPIIfor 5´ - AAT GAA AAC GAA GAA AGC GAA G - 3´ 54,7 
hBSPIIrev 5´ - ATC ATA GCC ATC GTA GCC TTG T - 3´ 58,4 
 
Zur Durchführung der PCR wurde zunächst ein PCR-Reaktionsmix angesetzt (Tab. 19). Da-
nach wurden jeweils 2 µl der cDNA in 0,2 ml PCR-tubes vorgelegt und mit jeweils 18 µl des 
Reaktionsmixes versetzt. 
 
          Tab. 19: Zusammensetzung des PCR-Reaktionsmixes 
Schritt Reagenz Menge/Ansatz 
1. steriles Millipore-Wasser 13,8 µl 
2. 10x PCR-Puffer Y (high yield) 2 µl 
3. 25 mM MgCl2 1,2 µl 
4. 10 mM dNTP-Mix (je 0,2 mM) 0,4 µl 
5. forward primer (1 µM) 0,2 µl 
6. reverse primer (1 µM) 0,2 µl 
7. Polymerase (5 U/µl) 0,2 µl 
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Die anschließende PCR erfolgte in einem Thermocycler (peqlab Biotechnologie GmbH, Er-
langen) unter den folgenden Bedingungen. 
 
 Denaturieren  95°C  4 min 
 Denaturieren  95°C  45 s 
 Annealing  55°C  45 s          30 Zyklen 
 Elongation  72°C  1 min 
 finale Elongation 72°C  7 min 
 
 
2.5.4.4 Gelanalyse 
Zur Visualisierung der amplifizierten cDNA-Fragmente wurde eine Agarosegelelektrophorese 
mit dem FlashGel
™
 System (Lonza Verviers, Liege, Belgien) durchgeführt.  
Dazu wurden jeweils 4 µl der PCR-Produkte mit 1 µl Loading Dye vermischt und in die Ta-
schen einer 2,2%igen DNA-Agarosegel-Kassette aufgetragen. Als Marker diente eine 100 bp 
DNA-ladder. Nach Anlegen einer Spannung von 275 V für 3 min wurden die Banden mithilfe 
des Dark Reader
®
 Transilluminators sichtbar gemacht und anschließend fotografiert. 
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3. Ergebnisse 
Ziel dieser Arbeit war die biologische Charakterisierung neuartiger nanostrukturierter und für 
die Knochenregeneration geeigneter Calciumphosphatzemente. 
In einem ersten Schritt wurden dabei die Proteinadsorption und die Biokompatibilität der ver-
schieden modifizierten Calciumphosphatzemente (siehe 2.1.2) untersucht. Zur Charakterisie-
rung der Proteinbindungskapazität der Zementmodifikationen wurde humanes Serum und das 
knochenspezifische Protein Osteocalcin verwendet. Die Biokompatibilität der Zemente wurde 
mithilfe der humanen fötalen Osteoblastenzelllinie hFOB 1.19 und mithilfe von humanen 
mesenchymalen Stammzellen (hMSC) überprüft. Im Mittelpunkt der Untersuchungen standen 
dabei das Adhäsions- sowie das Proliferations- und osteogene Differenzierungsverhalten der 
Zellen. Ausgehend von den Ergebnissen dieser Untersuchungen wurden für die weiteren Ex-
perimente die erfolgversprechendsten Zementmodifikationen ausgewählt. Dabei spielten für 
die Auswahl auch die Daten der Materialcharakterisierung eine wichtige Rolle. 
Mit diesen „Favoriten“ erfolgte eine detailliertere Analyse der Adsorption humaner Serum-
proteine sowie verschiedener knochenspezifischer Proteine. Die Eignung der ausgewählten 
Zementvarianten als Knochenersatzmaterialien wurde mithilfe humaner mesenchymaler 
Stammzellen zweier verschiedener Spender getestet. Im Rahmen dieser Untersuchungen wur-
de zudem der Einfluss adsorbierter Serumproteine auf das Adhäsions-, Proliferations- und 
Differenzierungsverhalten der hMSC überprüft. 
Für die bisher erläuterten Versuche kamen Zementproben zum Einsatz, die vollständig abge-
bunden und ausgehärtet waren. Bei einer klinischen Anwendung (z. B. Füllen eines Knochen-
defektes) muss der Zement jedoch als nicht abgebundene Paste vorliegen, um eine Injektion 
in den Knochendefekt zu ermöglichen. Dieser Zustand wurde deshalb in weiteren Experimen-
ten in vitro simuliert und das Verhalten von hMSC auf diesen noch nicht ausgehärteten Ze-
menten analysiert.  
Bei den bisher kommerziell verfügbaren Knochenzementen handelt es sich um Pul-
ver/Flüssigkeitszemente, deren Komponenten (Zementpulver und Anmischlösung) vom An-
wender erst zu einer Paste vermischt werden müssen, um sie applizieren zu können. Eine 
Möglichkeit, diesen Schritt zu umgehen, ist der Einsatz von sterilisier- und lagerbaren ready-
to-use Zementpasten, die erst während bzw. nach der Applikation im Kontakt mit Körper-
flüssigkeiten aushärten. Die Ergebnisse der Untersuchungen zu Proteinadsorption und Bio-
kompatibilität dieser Zementpasten werden im letzten Kapitel des Ergebnis-Teiles vorgestellt. 
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3.1 Experimentelle Untersuchungen zu den verschieden modifizierten  
      Zementen 
3.1.1 Proteinadsorption 
3.1.1.1 Humane Serumproteine 
Um die Proteinbindungskapazität der verschieden modifizierten Zemente zu untersuchen, 
wurden die Proben mit 0,1%igem humanem Serum über einen Zeitraum von bis zu 8 Tagen 
wie unter 2.5.1.1 beschrieben inkubiert.  
Abb. 11 zeigt die von den Zementen aus dem humanen Serum adsorbierte Proteinmenge. Für 
fast alle Zementmodifikationen konnte während der Inkubationszeit ein deutlicher Anstieg der 
adsorbierten Serumproteine nachgewiesen werden. Im Vergleich zum unmodifizierten Basis-
zement (CPC) adsorbierten die mit Glucuronsäure (GS) modifizierten Zemente nach 4, 6 und 
8 Tagen, die mit Cocarboxylase (Coca) modifizierten Zemente nach 6 und 8 Tagen und die 
mit Weinsäure (WS) modifizierten Zemente nach 8 Tagen Inkubation eine signifikant höhere 
Proteinmenge (Abb. 11a). Demgegenüber führte der Zusatz von Glucose-1-phosphat jedoch 
zu einer Abnahme der Bindungskapazität. Die Funktionalisierung des Basiszements mit Argi-
nin (Arg) führte lediglich zu einem geringen Anstieg der adsorbierten Proteinmenge (Abb. 
11b). Für die mit Asparaginsäure-Natriumsalz (AspNa) und Lysin (Lys) modifizierten Ze-
mente war die Menge der adsorbierten Serumproteine vergleichbar mit der des 
unmodifizierten Basiszements. 
 
 
   a) 
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   b) 
Abb. 11: Adsorption humaner Serumproteine an modifizierten Zementen der Gruppe 1 (a) und der Gruppe 2 (b) 
im Vergleich zum unmodifizierten CPC. n = 3, Mittelwert +/- Standardabweichung (Stabw; CPC ↔ Co-
ca/GS/WS jeweils für d6 und d8: * p < 0,05, ** p < 0,01, *** p < 0,001) 
 
 
3.1.1.2 Osteocalcin 
Zur Untersuchung der spezifischen Proteinbindungskapazität für das knochenspezifische Pro-
tein Osteocalcin wurden Proben des unmodifizierten CPC über Nacht zunächst mit verschie-
denen Mengen des kommerziell erhältlichen bovinen Biomoleküls inkubiert. Anschließend 
wurden die Proben mit PBS gewaschen und die Menge des am Zement gebundenen 
Osteocalcins mithilfe eines Direkt-ELISAs ermittelt (Abb. 12).  
Während bis zu einer Osteocalcinmenge von 20 ng eine Zunahme der Proteinadsorption fest-
gestellt werden konnte, zeigten sich im Bereich von 20 ng bis 1000 ng nur geringe Unter-
schiede bzgl. der Proteinbindung. Eine Ausnahme bildeten hierbei die Zementproben, die mit 
200 ng Osteocalcin inkubiert wurden. Diese wiesen gegenüber den anderen Proben eine leicht 
erhöhte Osteocalcinadsorption auf.  
 
 
Abb. 12: Adsorption von bovinem Osteocalcin am unmodifizierten Basiszement. n = 3, Mittelwert +/- Stabw 
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Um zu untersuchen, welchen Einfluss der Zusatz eines Biomoleküls zum Basiszement auf die 
Adsorption von Osteocalcin hat, wurden die verschiedenen Zementmodifikationen mit 20 ng 
und 200 ng Osteocalcin über Nacht inkubiert, mit PBS gewaschen und die gebundene Pro-
teinmenge mittels Direkt-ELISA bestimmt (Abb. 13). 
Für die modifizierten Zemente der Gruppe 1, die mit 20 ng Osteocalcin inkubiert wurden 
(Abb. 13a), konnte im Vergleich zum unmodifizierten CPC keine Steigerung der 
Osteocalcinadsorption festgestellt werden. Der Zusatz von 0,1 mmol/g Cocarboxylase führte 
sogar zu einer signifikant geringeren Proteinadsorption. Bei Inkubation dieser Zementmodifi-
kationen mit 200 ng Osteocalcin (Abb. 13b) schienen die mit Cocarboxylase (0,05 mmol/g 
und 0,1 mmol/g) und Glucuronsäure (0,1 mmol/g) funktionalisierten Zemente, verglichen mit 
dem Basiszement, eine leicht höhere Bindungskapazität für Osteocalcin zu besitzen. Während 
innerhalb der Zemente der Gruppe 2 und nach Inkubation mit 20 ng des Proteins der mit As-
paraginsäure-Natriumsalz modifizierte CPC vergleichbar mit dem unmodifizierten Basisze-
ment war, führte der Zusatz von Arginin und Lysin zu einer signifikant geringeren Protein-
bindung (Abb. 13c). Alle Zementmodifikationen der Gruppe 2 adsorbierten zudem bei Inku-
bation mit 200 ng des Proteins deutlich weniger Osteocalcin als der unmodifizierte CPC 
(Abb. 13d). 
 
 
a)             b) 
 
c)             d) 
Abb. 13: Adsorption von Osteocalcin an modifizierten Zementen der Gruppe 1 (a, b) und der Gruppe 2 (c, d) im 
Vergleich zum unmodifizierten CPC bei Inkubation der Zementproben mit 20 ng (a, c) oder 200 ng bovinem 
Osteocalcin (b, d).  n = 3, Mittelwert +/- Stabw (CPC ↔ CPC-Modifikation: * p < 0,05, ** p < 0,01) 
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3.1.2 Biokompatibilitätsuntersuchungen 
Für die Biokompatibilitätsuntersuchungen wurden die verschiedenen Zementvarianten zum 
einen mit einer humanen fötalen Osteoblastenzelllinie (hFOB 1.19) und zum anderen mit hu-
manen mesenchymalen Stammzellen (hMSC) besiedelt und über definierte Zeiträume hinweg 
kultiviert. Gegenstand der Untersuchungen waren dabei das Adhäsions-, Proliferations- und 
Differenzierungsverhalten der Zellen. Die Untersuchungen wurden dabei jeweils als Drei-
fachbestimmung durchgeführt.  
Da für die Herstellung der Zemente der Gruppen 1 und 2 Basiszemente unterschiedlicher 
Chargen verwendet wurden, können Unterschiede zwischen den beiden Basiszementen nicht 
ausgeschlossen werden. 
 
3.1.2.1 Zelladhäsion 
Zur Untersuchung des Adhäsionsverhaltens wurden die Zementproben mit hFOB 1.19 bzw. 
hMSC (jeweils 2·10
4
 Zellen pro Probe) besiedelt und anschließend jeweils für 0,5 h, 1 h und 
24 h kultiviert. Die Anzahl der zu den jeweiligen Zeitpunkten adhärenten Zellen wurde durch 
Messung der LDH-Aktivität nach Lyse der Zellen ermittelt. 
 
Adhäsion von hFOB 1.19 
Nach Besiedlung der Zementproben mit hFOB 1.19  (Abb. 14) konnte während der Inkubati-
onszeit bei allen Proben eine Zunahme der adhärenten Zellen beobachtet werden. Im Ver-
gleich zum unmodifizierten Basiszement (CPC) führte der Zusatz aller Modifizierungskom-
ponenten der Gruppe 1 (Coca, GS, WS, G1P) in Abhängigkeit von ihrer Konzentration zu 
einer höheren bzw. deutlich höheren Anzahl adhärenter Zellen (Abb. 14a). Im Gegensatz dazu 
war die Zellzahl auf den mit Aminosäuren modifizierten Zementen zu allen Zeitpunkten ver-
gleichbar mit jener auf dem unmodifizierten CPC (Abb. 14b). Lediglich 0,5 h nach der Be-
siedlung konnte auf den mit Arginin, Asparaginsäure-Natriumsalz und Lysin funktionalisier-
ten Zementen eine leicht höhere Zellzahl nachgewiesen werden. 
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        a) 
 
        b) 
Abb. 14: Adhäsion von hFOB 1.19 auf den modifizierten Zementen der Gruppe 1 (a) und der Gruppe 2 (b) im 
Vergleich zum unmodifizierten CPC. n = 3, Mittelwert +/- Stabw (CPC ↔ CPC-Modifikation zum jeweiligen 
Zeitpunkt: * p < 0,05, ** p < 0,01) 
 
Adhäsion von hMSC 
Bei Besiedlung der Zementmodifikationen mit hMSC (Abb. 15) konnte ebenfalls bei allen 
Proben ein stetiger Anstieg der Zahl der adhärenten Zellen während der Inkubationszeit beo-
bachtet werden. 0,5 h, 1 h und 24 h nach der Besiedlung war die Anzahl der auf der Zement-
oberfläche anhaftenden Zellen auf den mit Cocarboxylase modifizierten Zementen im Ver-
gleich zum zusatzfreien Basiszement höher (Abb. 15a). Im Gegensatz dazu konnte zu den 
gleichen Zeitpunkten auf den anderen Modifikationen keine höhere Zellzahl nachgewiesen 
werden. 
Innerhalb der Zemente der Gruppe 2 waren die Zellzahlen nach 0,5 h und 1 h auf allen modi-
fizierten Zementen höher als auf dem Basiszement (signifikant für Arg und Lys; Abb. 15b). 
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Nach 24 h konnte auf den CPC-Modifikationen mit Arginin eine höhere und auf den CPC-
Modifikationen mit Asparaginsäure-Natriumsalz eine signifikant höhere Zellzahl im Ver-
gleich zum unmodifizierten Basiszement nachgewiesen werden. 
 
 
     a) 
 
     b) 
Abb. 15: Adhäsion von hMSC auf den modifizierten Zementen der Gruppe 1 (a) und der Gruppe 2 (b) im Ver-
gleich zum unmodifizierten CPC. n = 3, Mittelwert +/- Stabw (CPC ↔ CPC-Modifikation zum jeweiligen Zeit-
punkt: * p < 0,05, ** p < 0,01) 
 
 
3.1.2.2 Zellproliferation und -differenzierung 
Zur Untersuchung des Proliferations- bzw. Differenzierungsverhaltens wurden die hFOB 1.19 
mit einer Zelldichte von 3·10
4
 Zellen pro Probe bzw. die  hMSC mit einer Zelldichte von 
1·10
4
 Zellen pro Probe auf die verschiedenen Zementvarianten ausgesät und bis zu 28 Tage 
bei 37°C kultiviert. Die osteogene Induktion erfolgte bei den hFOB 1.19 am ersten Tag nach 
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der Besiedlung durch Erhöhung der Kultivierungstemperatur von 34°C auf 37°C und durch 
Zugabe von Differenzierungsmedium, bei den hMSC am zweiten Tag nach der Besiedlung 
ebenfalls durch Zugabe von Differenzierungsmedium.  
Zur Bestimmung der Zellzahl wurde nach Lyse der Zellen die LDH-Aktivität ermittelt. Um 
die osteogene Differenzierung zu charakterisieren wurde die spezifische Aktivität der alkali-
schen Phosphatase (ALP) quantifiziert. 
 
Proliferation der hFOB 1.19 
Nach Besiedlung der Zemente mit hFOB 1.19 konnte während des gesamten Kultivierungs-
zeitraums auf allen Proben eine Zunahme der Zellzahl beobachtet werden (Abb. 16).  
Innerhalb der Gruppe 1 (Abb. 16a) stieg die Zellzahl bis zum Tag 28 auf das 4 - 10-fache der 
Ausgangszellzahl an. Die größte Zellzahlzunahme (10-fach) fand sich dabei auf den mit 
Weinsäure (0,1 mmol/g) modifizierten Zementen. Als förderlich für das Wachstum von hFOB 
1.19 erwiesen sich zudem die Modifizierungskomponenten Cocarboxylase und 
Glucuronsäure. Bei den Zementen der Gruppe 2 (Abb. 16b) konnte nach 28 Tagen das 10 - 
17-fache der Ausgangszellzahl nachgewiesen werden. Generell führte der Zusatz von Amino-
säuren zum Basiszement jedoch zu keiner höheren Proliferation der Zellen.  
 
 
      a) 
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        b) 
Abb. 16: Proliferation von hFOB 1.19 auf den Zementen der Gruppe 1 (a) und der Gruppe 2 (b) im Vergleich 
zum unmodifizierten CPC. n = 3, Mittelwert +/- Stabw (CPC ↔ CPC-Modifikation zum jeweiligen Zeitpunkt: * 
p < 0,05, ** p < 0,01) 
 
Proliferation der hMSC 
Bei Besiedlung der Zemente mit hMSC konnte für alle Zementvarianten während der Kulti-
vierungsperiode eine Zunahme sowohl der osteogen induzierten (OS+) als auch der nicht in-
duzierten (OS-) Zellen beobachtet werden. Dabei waren die Proliferationsraten der nicht in-
duzierten Zellen leicht höher im Vergleich zu denen der osteogen induzierten Zellen (Abb. 
17). 
 
 
Abb. 17: Proliferation der osteogen induzierten (OS+) und der nicht induzierten (OS-) hMSC auf dem 
unmodifizierten CPC über 28 Tage. n = 3, Mittelwert +/- Stabw (OS+ ↔ OS-: * p < 0,05) 
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Abb. 18a  zeigt die Zahl der auf den Zementen der Gruppe 1 nach 28 Tagen Kultivierung ge-
wachsenen Zellen. Die Zellzahlen auf den modifizierten Zementen waren dabei sowohl für 
osteogen induzierte als auch nicht induzierte hMSC vergleichbar mit denen auf dem 
unmodifizierten Basiszement. Eine Ausnahme bildete hier jedoch die Modifikation mit 0,05 
mmol/g Cocarboxylase und Glucose-1-Phosphat. Die Funktionalisierung des Basiszements 
mit diesen beiden Biomolekülen führte zu einer leicht (Cocarboxylase) oder sogar signifikant 
(Glucose-1-Phosphat) höheren Zellzahl nach 28 Tagen Kultivierung (Abb. 18a). 
Innerhalb der Gruppe 2 (Abb. 18b) wurde die höchste Zellzahl bei den osteogen induzierten 
hMSC am Tag 28 auf den mit Asparaginsäure-Natriumsalz modifizierten Zementen nachge-
wiesen. Die Zellzahlen der osteogen induzierten und nicht induzierten hMSC auf den anderen 
Modifikationen waren vergleichbar mit denen auf dem unmodifizierten Basiszement. 
 
 
              a) 
 
              b) 
Abb. 18: Zellzahlen der osteogen induzierten (OS+) und der nicht induzierten (OS-) hMSC auf den Zementen 
der Gruppe 1 (a) und der Gruppe 2 (b) im Vergleich zum unmodifizierten CPC, jeweils nach einer Kultivie-
rungsdauer von 28 Tagen. n = 3, Mittelwert +/- Stabw (CPC ↔ CPC-Modifikation: * p < 0,05) 
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Osteogene Differenzierung der hFOB 1.19 
Abb. 19 zeigt die spezifische ALP-Aktivität der hFOB 1.19 zu verschiedenen Zeitpunkten 
während einer Kultivierungsdauer von 28 Tagen. Dabei konnte für alle untersuchten Zement-
varianten sieben Tage nach der Besiedlung ein Maximum der spezifischen ALP-Aktivität 
festgestellt werden. Im Vergleich zum unmodifizierten Basiszement förderten innerhalb der 
Zemente der Gruppe 1 (Abb. 19a) Weinsäure (0,1 mmol/g - d1 und 0,16 mmol/g - d7), 
Glucuronsäure (0,16 mmol/g - d7) und Glucose-1-Phosphat (d1, d21 und d28) die osteogene 
Differenzierung der Zellen in einem höheren Maß. Bei den Zementen der Gruppe 2 (Abb. 
19b) konnte am Tag 1 der Kultivierung auf den mit Asparaginsäure-Natriumsalz und auf den 
mit Lysin modifizierten Zementen eine z. T. signifikant höhere spezifische ALP-Aktivität 
nachgewiesen werden. Nach 28 Tagen Kultivierung führte der Zusatz von Arginin zu einer 
gegenüber dem unmodifizierten Basiszement leicht erhöhten spezifischen ALP-Aktivität. 
 
 
 
         a) 
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          b) 
Abb. 19: Spezifische ALP-Aktivität von hFOB 1.19 auf den Zementen der Gruppe 1 (a) und der Gruppe 2 (b) im 
Vergleich zum unmodifizierten CPC. n = 3, Mittelwert +/- Stabw (CPC ↔ CPC-Modifikation: * p < 0,05) 
 
Osteogene Differenzierung der hMSC 
Zur Charakterisierung der osteogenen Differenzierung der hMSC auf den Zementproben wur-
de die spezifische Aktivität der ALP nach 14 Tagen Kultivierung mit und ohne osteogene 
Zusätze zum Medium bestimmt. Für alle Zementvarianten war dabei die spezifische ALP-
Aktivität der osteogen induzierten Zellen (OS+) deutlich höher als die der nicht induzierten 
Zellen (OS-; Abb. 20). Bei den Zementen der Gruppe 1 (Abb. 20a) konnten für die osteogen 
induzierten hMSC nur geringe Unterschiede bezüglich der ALP-Aktivität nachgewiesen wer-
den. Dabei waren die ALP-Werte nur auf den mit 0,1 mmol/g Cocarboxylase und 0,16 
mmol/g Glucuronsäure funktionalisierten Zementen leicht erhöht. Für die nicht induzierten 
hMSC konnten keine Unterschiede zwischen den Zementvarianten nachgewiesen werden. 
Die Modifikation des Basiszements mit Asparaginsäure-Natriumsalz und Lysin führte bei den 
osteogen induzierten Zellen zu einer signifikant höheren spezifischen ALP-Aktivität (Abb. 
20b). Für die nicht induzierten hMSC konnte nur auf den mit Lysin modifizierten Zementen 
eine leicht erhöhte Aktivität der ALP festgestellt werden. 
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 a) 
 
 b) 
Abb. 20: Spezifische ALP-Aktivität der osteogen induzierten (OS+) und der nicht induzierten (OS-) hMSC auf 
den Zementen der Gruppe 1 (a) und der Gruppe 2 (b) im Vergleich zum unmodifizierten CPC, jeweils nach einer 
Kultivierungsdauer von 14 Tagen. n = 3, Mittelwert +/- Stabw (CPC ↔ CPC-Modifikation: * p < 0,05) 
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3.1.3 Auswahl der Zementfavoriten 
Ausgehend von den Ergebnissen der bisherigen Untersuchungen wurden für die weiteren Ex-
perimente die erfolgversprechendsten Zementmodifikationen ausgewählt. Dabei spielten für 
die Auswahl sowohl die (zell-)biologischen Eigenschaften als auch die Daten der Material-
charakterisierung eine wichtige Rolle (Tab. 20). Die aus (zell-)biologischer Sicht günstigsten 
Modifizierungskomponenten sind in Tab. 21 dargestellt. 
 
 Tab. 20: Ausgewählte Materialeigenschaften der verschieden modifizierten Zemente. Die Untersuchungen zur   
 Materialcharakteristik wurden von der Fa. InnoTERE GmbH, Dresden durchgeführt. 
Modifizierungs- 
komponente 
eingesetzte 
Menge 
[mmol/g] 
Kohäsion 
(1 min nach 
Anmischen) 
Abbindezeit 
im Vgl. zum 
Basiszement 
max. 
Druck- 
festigkeit 
[MPa] 
spezif. Oberfläche  
BET 
[m
2
/g] 
Basiszement ohne 
Zusätze 
- ausreichend - 44,0 ± 5,4 11,8 
Cocarboxylase 
0,05 ausreichend 
verflüssigt den Ze-
ment zunächst, dann 
schlagartiges Fest-
werden 
34,9 ± 6,8 21,6 
0,10 ausreichend 
verflüssigt den Ze-
ment zunächst, dann 
schlagartiges Fest-
werden 
14,0 ± 2,7 nicht bestimmt 
Glucuronsäure 
0,10 ausreichend gering verlängert 53,6 ± 9,1 nicht bestimmt 
0,16 ausreichend gering verlängert 46,1 ± 6,8 45,4 
Weinsäure 
0,10 ausreichend verkürzt 26,5 ± 3,7 nicht bestimmt 
0,16 
nicht  
ausreichend 
stark verkürzt 21,9 ± 4,1 nicht bestimmt 
Glucose-1- 
phosphat 
0,16 ausreichend verlängert 30,2 ± 4,6 nicht bestimmt 
Arginin 0,08 ausreichend stark verlängert 40,8 ± 9,4 13,8 
Asparaginsäure-
Natriumsalz 
0,08 ausreichend etwas verlängert 49,0 ± 5,0 13,9 
Lysinhydrochlorid 0,08 ausreichend nicht verändert 49,7 ± 8,5 14,9 
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 Tab. 21: Günstige Modifizierungskomponenten des Basiszements hinsichtlich Proteinadsorption und Biokom-
patibilität 
Versuch günstige Modifizierungskomponente des Basiszements 
Proteinadsorption 
humane Serumproteine 
 Glucuronsäure, Cocarboxylase 
 Arginin 
Osteocalcin 
 Cocarboxylase 
 Asparaginsäure-Natriumsalz 
Biokompatibilität 
Adhäsion  
 Cocarboxylase 
 Arginin, Asparaginsäure-Natriumsalz 
Proliferation 
 Cocarboxylase 
 Asparaginsäure-Natriumsalz 
Differenzierung 
 Cocarboxylase, Glucose-1-phosphat, Glucuronsäure 
 Asparaginsäure-Natriumsalz 
 
 
Unter Berücksichtigung der jeweiligen Materialeigenschaften wurden für die weiteren Versu-
che die folgenden Modifizierungskomponenten ausgewählt: 
 
 Cocarboxylase (0,05 mmol/g) 
 Arginin (0,08 mmol/g) 
 Asparaginsäure-Natriumsalz (0,08 mmol/g).  
 
Der unmodifizierte Basiszement wurde dabei als Kontrolle jeweils mit untersucht. 
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3.2 Experimentelle Untersuchungen zu den Zementfavoriten 
3.2.1 Proteinadsorption 
Die unter 3.1.3 aufgeführten „Zementfavoriten“ wurden hinsichtlich ihres Adsorptionsvermö-
gens für humane und bovine Serumproteine sowie für das Knochenmatrixprotein Osteocalcin, 
den Knochenwachstumsfaktor BMP-2 und den vaskulären Endothelzell-Wachstumsfaktor 
VEGF untersucht. 
Dabei wurde für Osteocalcin, BMP-2 und VEGF zunächst eine Konzentrationsreihe erstellt, 
die Aufschluss über die Bindungskapazität des Basiszements gegenüber den jeweiligen Pro-
teinen geben sollte. Hierzu wurden verschiedene Mengen der kommerziell erhältlichen Pro-
teine auf den unmodifizierten CPC aufgebracht und über Nacht inkubiert. Nach Spülung der 
Zementproben erfolgte die Bestimmung des am Zement gebundenen Proteins mittels Direkt-
ELISA. Da die untersuchten Proteine im menschlichen Serum bzw. Blut nur im Pico- bis Na-
nogramm-Bereich vorkommen, wurden 100 ng des jeweiligen Proteins als Obergrenze der 
Konzentrationsreihe festgelegt. Ausgehend von den Ergebnissen der Konzentrationsreihe auf 
dem unmodifizierten CPC wurden anschließend für jedes Protein zwei Proteinmengen ausge-
wählt, mit denen die Inkubation der Zementfavoriten erfolgte. 
 
3.2.1.1 Serumproteine 
Zur Untersuchung der unspezifischen Proteinadsorption wurde sowohl humanes als auch bo-
vines Serum verwendet.  
Bei Verwendung von humanem Serum erfolgte die Inkubation der Zementproben mit zwei 
Serumkonzentrationen (0,1% und 1%) wie unter 2.5.1.1 beschrieben (Abb. 21). Dabei konnte 
für alle Zementvarianten ein Anstieg der adsorbierten Proteinmenge über die Zeit nachgewie-
sen werden. Für die mit 0,1%igem Serum inkubierten Proben erfolgte dieser Anstieg konti-
nuierlich, wobei die adsorbierten Proteinmengen aller Proben vergleichbar waren (Abb. 21a). 
Bei Inkubation der Zemente mit 1%igem Serum konnte vom Tag 9 zum Tag 14 eine sprung-
hafte Zunahme der adsorbierten Proteinmenge beobachtet werden (Abb. 21b). Nach 1, 3 und 
6 Tagen war die Menge an gebundenem Protein auf den mit Cocarboxylase modifizierten 
Zementen signifikant höher als auf den unmodifizierten Zementen. Der Zusatz von Aspara-
ginsäure-Natriumsalz führte im Vergleich zum Basiszement zu keiner deutlichen Verände-
rung, wohingegen die Modifizierung mit Arginin zu einer geringeren Proteinbindung führte.  
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     a) 
 
     b) 
Abb. 21: Adsorption humaner Serumproteine bei Inkubation mit 0,1% (a) und 1% (b) humanem Serum. n = 5, 
Mittelwert +/- Stabw (CPC ↔ CPC-Modifikation zum jeweiligen Zeitpunkt: ** p < 0,01, *** p < 0,001) 
 
Ergänzend zu den vorangegangenen Experimenten wurde die unspezifische Proteinadsorption 
aus fötalem Kälberserum (FCS) ermittelt. Hierzu wurden die Zementproben mit Zellkultur-
medium (alpha-MEM + 10% FCS + 1% Penicillin/Streptomycin) wie unter 2.5.1.2 beschrie-
ben inkubiert.  
Es zeigte sich, dass durch keinen der Modifizierungszusätze eine höhere Proteinadsorption im 
Vergleich zum Basiszement erreicht werden konnte (Abb. 22). Vielmehr wurden auf den 
untersuchten Modifikationen deutlich geringere Proteinmengen als auf dem unmodifizierten 
Basiszement nachgewiesen. Während jedoch bei den modifizierten Zementen die Proteinad-
sorption kontinuierlich anstieg, ging diese beim unmodifizierten CPC nach einer Inkubations-
zeit von 20 Tagen in eine Sättigung über. 
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Abb. 22: Adsorption boviner Serumproteine aus Zellkulturmedium, welches 10% FCS enthält. n = 5, Mittelwert 
+/- Stabw 
 
3.2.1.2 Osteocalcin 
Bei Inkubation der unmodifizierten Zementproben mit bis zu 100 ng des knochenspezifischen 
Proteins Osteocalcin zeigte sich, dass bis zu einer Konzentration von ca. 60 ng pro Probe die 
Adsorption des Proteins anstieg (Abb. 23a). Ausgehend von diesem Ergebnis wurden zur 
Untersuchung der Modifizierungsfavoriten die Mengen 20 ng und 60 ng Osteocalcin ausge-
wählt. 
Eine im Vergleich zum unmodifizierten Basiszement leicht erhöhte Adsorption von Osteocal-
cin scheinen dabei für 20 ng die mit Arginin und Cocarboxylase funktionalisierten Zemente 
und für 60 ng die mit Arginin und Asparaginsäure-Natriumsalz modifizierten Zemente zu 
zeigen (Abb. 23b). 
 
 
a)              b) 
Abb. 23: Adsorption von Osteocalcin im Bereich von 0 - 100 ng auf dem unmodifizierten CPC (a) und von 20 ng 
und 60 ng auf den Zementvarianten (b). n = 5, Mittelwert +/- Stabw 
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3.2.1.3 BMP-2 
Ausgehend von der Konzentrationsreihe für den Knochenwachstumsfaktor BMP-2 auf dem 
unmodifizierten Basiszement (Abb. 24a) wurden für die Inkubation der Zementmodifikatio-
nen die Mengen 20 ng und 100 ng BMP-2 ausgewählt. 
Dabei zeigten die mit Arginin und Asparaginsäure-Natriumsalz modifizierten Zemente so-
wohl für 20 ng als auch für 100 ng BMP-2 eine im Vergleich zum Basiszement erhöhte Pro-
teinadsorption, die für 20 ng BMP-2 sogar signifikant war (Abb. 24b). 
 
 
a)              b) 
Abb. 24: Adsorption von BMP-2 im Bereich von 0 - 100 ng auf dem unmodifizierten CPC (a) und von 20 ng und 
100 ng auf den Zementvarianten (b). n = 5, Mittelwert +/- Stabw (CPC ↔ CPC-Modifikation: ** p < 0,01) 
 
3.2.1.4 VEGF 
Die durch den Basiszement adsorbierte Proteinmenge stieg bis zu einer Konzentration von 40 
ng pro Probe an und blieb dann im Bereich von 40 ng bis 100 ng nahezu konstant (Abb. 25a). 
Ausgehend von diesem Ergebnis wurde der Versuch zu den verschiedenen Zementvarianten 
mit 5 ng und 40 ng VEGF durchgeführt. 
Hierbei zeigte sich, dass sowohl der Zusatz von Arginin (5 ng VEGF) als auch die Modifizie-
rung mit Cocarboxylase (40 ng VEGF) zu einer signifikant höheren Adsorption von VEGF 
führte (Abb. 25b). 
 
 
a)              b) 
Abb. 25: Adsorption von VEGF im Bereich von 0 - 100 ng auf dem unmodifizierten CPC (a) und von 5 ng und 
40 ng auf den Zementvarianten (b). n = 5, Mittelwert +/- Stabw (CPC ↔ CPC-Modifikation: * p < 0,05) 
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3.2.2 Zellkompatibilität 
Die Zellversuche zu den Zementfavoriten wurden im Gegensatz zu den unter 3.1.2 erläuterten 
Untersuchungen nur mit hMSC durchgeführt, da diese sensibler auf Veränderungen der Kul-
tivierungsbedingungen reagieren. Zur Absicherung der Ergebnisse wurden für die Experimen-
te Zellen von zwei verschiedenen Spendern verwendet. Da es sich bei den hMSC um primäre 
Zellen handelt, können spenderabhängige Variationen zwischen den Ergebnissen allerdings 
nicht ausgeschlossen werden. 
Im Rahmen dieser Untersuchungen wurde zudem der Einfluss adsorbierter Serumproteine auf 
das Adhäsions-, Proliferations- und Differenzierungsverhalten der hMSC überprüft. Dazu 
wurden die Zementproben ca. 1 Woche vor der Besiedlung bei 37°C mit humanem Serum, 
welches täglich erneuert wurde, inkubiert. 
 
3.2.2.1 Adhäsion von hMSC 
Zur Untersuchung des Adhäsionsverhaltens wurden jeweils 2·10
4
 Zellen pro Zementprobe 
ausgesät und anschließend für 0,5 h, 1 h, 4 h und 24 h inkubiert. Die Anzahl der zu den jewei-
ligen Zeitpunkten adhärenten Zellen wurde nach Lyse der Zellen durch Messung der Aktivität 
der LDH bestimmt. 
Nach Besiedlung der nicht mit Serum vorinkubierten Zemente mit hMSC des Spenders 1 
(Abb. 26a) konnten zu fast allen Zeitpunkten auf den modifizierten Zementen mehr adhärente 
Zellen nachgewiesen werden als auf dem Basiszement. Als besonders adhäsionsfördernd er-
wies sich dabei die Modifikation des CPC mit Cocarboxylase. Dieser Effekt konnte 0,5 h und 
24 h nach der Besiedlung ebenso auf den mit Zellen des Spenders 2 besiedelten Zementen 
(Abb. 26c) nachgewiesen werden. Alle anderen Modifikationen waren beim Spender 2 hin-
sichtlich der adhärenten Zellzahl vergleichbar mit dem unmodifizierten Basiszement. 
 
 
a)              b) 
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c)              d) 
Abb. 26: Adhäsion von hMSC des Spenders 1 (a, b) und des Spenders 2 (c, d) ohne vorherige Seruminkubation 
der Zementproben (a, c) und mit vorheriger Seruminkubation (b, d). n = 5, Mittelwert +/- Stabw (CPC ↔ CPC-
Modifikation zum jeweiligen Zeitpunkt: * p < 0,05, ** p < 0,01) 
 
Den Einfluss von adsorbierten Serumproteinen auf die Adhäsion von hMSC verdeutlicht Tab. 
22. Im Gegensatz zu den nicht mit humanem Serum vorinkubierten Zementen war die Zahl 
der adhärenten Zellen auf den mit Serum vorbehandelten Zementen zu allen Zeitpunkten und 
bei beiden Spendern um das 2 - 4-fache erhöht (Abb. 26b, d). Dabei förderte auch bei den mit 
Serum vorinkubierten Zementen der Zusatz von Cocarboxylase vor allem die initiale Adhäsi-
on (0,5 h und 1 h nach der Besiedlung) der Zellen.  
 
 Tab. 22: Zellzahl auf den mit Serum vorinkubierten Zementen im Vergleich zur Zellzahl auf den nicht mit   
 Serum vorbehandelten Zementen und Signifikanzen bei Spender 1 (grün) und Spender 2 (blau). (Zemente mit  
 Serum ↔ Zemente ohne Serum: * p < 0,05, ** p < 0,01, *** p < 0,001) 
Adhäsions- 
zeit (h) 
Zellzahl auf Zementen mit Serum = x-fache Zellzahl auf Zementen ohne Serum 
CPC Arg AspNa Coca 
Sp. 1 Sp. 2 Sp. 1 Sp. 2 Sp. 1 Sp. 2 Sp. 1 Sp. 2 
0,5 3,7 *** 3,3 *** 2,9 *** 1,5 3,0 *** 2,0 ** 3,5 *** 2,7 *** 
1 4,4 *** 1,8 * 2,4 ** 2,5 *** 2,3 *** 2,2 *** 2,6 *** 3,4 *** 
4 2,8 *** 1,2  2,7 *** 1,6 ** 2,8 *** 1,8 ** 2,4 *** 1,6 *** 
24 3,0 *** 3,7 *** 1,9 *** 2,7 *** 1,7 3,3 *** 2,0 *** 2,4 *** 
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3.2.2.2 Vitalität der hMSC 
Um die Vitalität der auf den Zementen kultivierten hMSC zu überprüfen, wurden die ver-
schiedenen Zemente mit 1·10
4
 Zellen (Spender 1) besiedelt und in Zellkulturmedium ohne 
osteogene Zusätze kultiviert. Nach 3 bzw. 11 Tagen erfolgte eine Live/Dead-Färbung der Zel-
len mit Calcein AM/EthD-1. Während Calcein AM von Esterasen lebender Zellen in intensiv 
grün fluoreszierendes Calcein umgewandelt wird, kann EthD-1 nur in Zellen mit durch Nek-
rose oder apoptotische Prozesse beschädigter Zellmembran eindringen und so die DNA anfär-
ben (rote Fluoreszenz). 
 
 d3 d11 
CPC 
  
Arg 
  
AspNa 
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Abb. 27: Typische FM-Aufnahmen zur Live/Dead-Färbung von hMSC auf den verschiedenen Zementen nach 3 
und 11 Tagen. (Calcein AM: lebende Zellen - grün, EthD-1: tote Zellen - rot) 
 
Auf allen untersuchten Zementen konnten überwiegend lebende Zellen nachgewiesen werden 
(Abb. 27), was auf eine geringe Zytotoxizität aller untersuchten Zemente hindeutet. Während 
die hMSC am Tag 3 auf dem Basiszement und dem mit Asparaginsäure-Natriumsalz modifi-
zierten Zement eine runde Form aufwiesen, besaßen die Zellen auf den anderen Zementva-
rianten eine eher spindelförmige Morphologie. Das Verhältnis von lebenden zu toten Zellen 
war bei allen Zementen und zu beiden Zeitpunkten vergleichbar. Nach 11 Tagen Kultivierung 
konnte auf fast allen Zementen ein dichter Zellrasen beobachtet werden, bei dem die hMSC 
sich in der für sie charakteristischen Weise straßenförmig anordneten. 
 
3.2.2.3 Proliferation und osteogene Differenzierung der hMSC 
Für die Proliferations- und Differenzierungsversuche wurden die Zementproben mit 1·10
4
 
Zellen pro Probe besiedelt und über einen Zeitraum von bis zu 28 Tagen kultiviert. Die osteo-
gene Differenzierung der hMSC wurde dabei durch Zusätze zum Zellkulturmedium ab dem 4. 
Tag nach der Besiedlung stimuliert (osteogen induzierte Zellen: OS+, nicht induzierte Zellen: 
OS-). Um die Zellzahl zu ermitteln wurde nach Lyse der Zellen die Aktivität der LDH be-
stimmt. Die Charakterisierung der osteogenen Differenzierung erfolgte zum einen durch 
Quantifizierung der spezifischen ALP-Aktivität und zum anderen durch Analyse der Genex-
pression der Proteine ALP und BSPII mittels PCR. 
 
Proliferation 
Bei Kultivierung der nicht mit Serum vorinkubierten Zementvarianten mit Zellen des Spen-
ders 1 führte keiner der Modifizierungszusätze zu einer gegenüber dem Basiszement erhöhten 
Proliferation - das betrifft sowohl die osteogen induzierten, als auch die nicht induzierten 
hMSC (Abb. 28a, c).  
Wurden die Zementproben vor der Zellbesiedlung jedoch mit Serum inkubiert, konnte auf den 
mit Arginin modifizierten Zementen ab dem 14. Kultivierungstag eine höhere Zellzahl der 
osteogen induzierten hMSC im Vergleich zum Basiszement nachgewiesen werden (Abb. 
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28b). Weiterhin führte der Zusatz von Cocarboxylase zu einer höheren Zellzahlzunahme der 
osteogen induzierten Zellen auf den mit Serum inkubierten Zementen im Vergleich zu den 
nicht mit Serum vorbehandelten Zementen (Tab. 23). Generell proliferierten die nicht indu-
zierten Zellen stärker als die osteogen induzierten hMSC. 
 
 
a)             b)  
 
c)                          d)  
Abb. 28: Proliferation von hMSC des Spenders 1 der osteogen induzierten Zellen (a, c) und der nicht induzierten 
Zellen (b, d) ohne vorherige Seruminkubation der Zementproben (a, b) und mit vorheriger Seruminkubation (c, 
d). n = 5, Mittelwert +/- Stabw 
                             
          Tab. 23: Anstieg der Zellzahl im Vergleich zur Ausgangszellzahl  
                        (d28/d3, x-fach), Spender 1 
Material 
ohne Serum-Inkubation mit Serum-Inkubation 
OS+ OS- OS+ OS- 
CPC 54,5 100,2 7,0 42,9 
Arg 31,2 62,4 14,9 43,0 
AspNa 3,6 4,0 1,2 6,3 
Coca 4,3 30,2 5,5 18,2 
 
Nach Besiedlung der Zemente mit hMSC des Spenders 2 waren die Proliferationsraten bei 
beiden Kultivierungsarten (ohne und mit Serum vorinkubiert) sowohl der osteogen induzier-
ten (Abb. 29a, c), als auch der nicht induzierten Zellen (Abb. 29b, d) auf den mit Arginin und 
Cocarboxylase modifizierten Zementen im Vergleich zum Basiszement leicht erhöht.  
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Die Adsorption von Serumproteinen führte nur beim Basiszement und dem mit Cocarboxyla-
se modifizierten CPC zu einer gesteigerten Zellzahlzunahme (OS+ und OS-) (Tab. 24). Wie 
beim Spender 1 zeigten auch beim Spender 2 die nicht induzierten Zellen eine im Vergleich 
zu den osteogen induzierten Zellen erhöhte Proliferation. 
 
 
a)              b)   
 
c)              d) 
Abb. 29: Proliferation von hMSC des Spenders 2 der osteogen induzierten Zellen (a, c) und der nicht induzierten 
Zellen (b, d) ohne vorherige Seruminkubation der Zementproben (a, b) und mit vorheriger Seruminkubation (c, 
d). n = 5, Mittelwert +/- Stabw 
 
          Tab. 24: Anstieg der Zellzahl im Vergleich zur Ausgangszellzahl  
                                    (d28/d1, x-fach), Spender 2 
Material 
ohne Serum-Inkubation mit Serum-Inkubation 
OS+ OS- OS+ OS- 
CPC 4,1 11,0 5,1 12,5 
Arg 14,9 29,7 8,9 22,3 
AspNa 5,2 16,5 3,6 8,9 
Coca 4,2 10,9 8,6 15,2 
 
Osteogene Differenzierung 
Im Vergleich zu den nicht induzierten hMSC (OS-) war die spezifische ALP-Aktivität der 
osteogen induzierten Zellen (OS+) auf allen Zementen und unabhängig von der Adsorption 
von Serumproteinen deutlich erhöht (Abb. 30).  
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Osteogen induzierte Zellen des Spenders 1 (Abb. 30a, b) zeigten dabei auf den mit Asparagin-
säure-Natriumsalz und Cocarboxylase modifizierten Zementen eine z. T. signifikant höhere 
spezifische ALP-Aktivität verglichen zum Basiszement. Die Adsorption von Serumproteinen 
und der Zusatz von Asparaginsäure-Natriumsalz führten auch bei den nicht induzierten hMSC 
des Spenders 1 zu einer im Vergleich zum Basiszement erhöhten spezifischen ALP-Aktivität 
(Abb. 30b). 
Auf den mit hMSC des Spenders 2 besiedelten Zementen ohne vorherige Seruminkubation 
wiesen alle Modifikationen gegenüber dem Basiszement leicht höhere (signifikant für Arg 
und Coca) spezifische ALP-Werte auf (Abb. 30c).  
 
 
a)             b) 
 
c)             d) 
Abb. 30: Spezifische ALP-Aktivität der osteogen induzierten (OS+) und der nicht induzierten (OS-) hMSC des 
Spenders 1 (a, b) und des Spenders 2 (c, d) nach 14 Tagen ohne vorherige Seruminkubation der Zementproben 
(a, c) und mit vorheriger Seruminkubation (b, d). n = 3, Mittelwert +/- Stabw (CPC ↔ CPC-Modifikation: * p < 
0,05) 
 
Die Vorbehandlung der Zemente mit Serum förderte deutlich die osteogene Differenzierung 
der Zellen des Spenders 2 (Abb. 30c, d). Hier konnten im Vergleich zu den nicht mit Serum 
vorinkubierten Zementen für die induzierten hMSC 2 - 3-fach höhere ALP-Aktivitäten nach-
gewiesen werden (Tab. 25).  
Während die Adsorption von Serumproteinen an den Zementen beim Spender 1 v. a. die 
osteogene Differenzierung der nicht induzierten Zellen unterstützt, steigert diese beim Spen-
der 2 die spezifische ALP-Aktivität sowohl der induzierten, als auch der nicht induzierten 
hMSC (Tab. 25). 
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         Tab. 25: Anstieg der spezifischen ALP-Aktivität der hMSC nach 14 Tagen  
                                    bei vorheriger Seruminkubation der Zemente im Vergleich zu Zementen  
                                    ohne vorherige Seruminkubation  
Material 
Spender 1 Spender 2 
OS+ OS- OS+ OS- 
CPC 0,9 2,3 2,7 6,9 
Arg 1,3 2,0 1,8 2,1 
AspNa 1,1 5,9 1,8 0,5 
Coca 0,5 1,4 2,2 1,4 
 
Zur weiteren Charakterisierung der osteogenen Differenzierung der Zellen wurde die Genex-
pression der Proteine ALP und BSPII mittels PCR untersucht. Das Protein GAPDH diente 
dabei als Kontrolle (konstant exprimiertes „house-keeping“ Gen). 
Der Zusatz von Arginin, Asparaginsäure-Natriumsalz und Cocarboxylase führte bei den indu-
zierten Zellen (OS+) nach 14 Tagen zu einer gegenüber dem Basiszement stärkeren Expressi-
on des Osteoblastenmarkers ALP (Abb. 31). BSPII konnte bei den induzierten hMSC auf al-
len Zementvarianten erst nach 28 Tagen nachgewiesen werden. Dabei waren allerdings keine 
Unterschiede zwischen den Modifikationen erkennbar.  
 
 
Abb. 31: Genexpressionsanalyse der osteogen induzierten (OS+) und nicht induzierten (OS-) hMSC des Spen-
ders 2 nach 14 und 28 Tagen ohne vorherige Seruminkubation der Zementproben mittels PCR. Zur Charakteri-
sierung der osteogenen Differenzierung wurden ALP und BSPII ausgewählt. GAPDH diente als interne Kontrol-
le.  
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3.3 Experimentelle Untersuchungen mit frisch abbindenden Zementen 
Für die unter 3.1 und 3.2 erläuterten Versuche wurden stets Zementproben verwendet, die 
vollständig abgebunden und ausgehärtet waren. Beim klinischen Einsatz (z. B. Füllen eines 
Knochendefekts, Verankerung von Implantaten) liegt der Zement jedoch zunächst als nicht 
abgebundene Paste vor, um eine Injektion in den Knochendefekt zu ermöglichen. Um die in 
vivo Situation so gut wie möglich nachzuahmen wurde dieser Zustand deshalb in den nachfol-
gend beschriebenen Experimenten in vitro simuliert, indem das jeweilige Zementpulver erst 
unmittelbar vor dem Versuch mit der Abbindelösung zu einer Paste vermischt wurde. Die 
Probenherstellung erfolgte dabei wie unter 2.1.3 erläutert.  
Untersucht wurden mit dieser Methode hauptsächlich der unmodifizierte Basiszement, aber 
auch die Zementfavoriten. 
 
3.3.1 Proteinadsorption 
3.3.1.1 Vergleich zwischen abgebundenem und nicht abgebundenem CPC 
Zur Untersuchung der unspezifischen Proteinadsorption wurde der frisch hergestellte unmodi-
fizierte Zement („fresh“) sowohl mit humanem, als auch bovinem Serum inkubiert. Als Ver-
gleich diente dabei ein bereits abgebundener und ausgehärteter CPC („pre-set“). 
Abb. 32 zeigt die Proteinadsorption an den Zementen aus 0,1%igem und 1%igem humanem 
Serum während einer Inkubationszeit von 15 Tagen. Dabei konnte für beide Zementarten ein 
Anstieg der adsorbierten Proteinmenge nachgewiesen werden. Während bei Inkubation mit 
0,1%igem humanem Serum die Proteinadsorption an den ausgehärteten Zementen zu fast al-
len Zeitpunkten signifikant höher war (Abb. 32a), konnte bei Inkubation der Zemente mit 
1%igem Serum auf den frisch hergestellten Zementen während der gesamten Inkubations-
dauer eine signifikant höhere Proteinmenge ermittelt werden (Abb. 32b). 
  
 
a)             b) 
Abb. 32: Adsorption humaner Serumproteine bei Inkubation mit 0,1% (a) und 1% (b) humanem Serum (HS) am 
frisch hergestellten im Vergleich zum ausgehärteten CPC. n = 3, Mittelwert +/- Stabw (* p < 0,05, ** p < 0,01) 
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Ergänzend zu den Experimenten mit humanem Serum wurde die unspezifische Proteinadsorp-
tion aus fötalem Kälberserum (FCS) ermittelt. Hierzu wurden die Zementproben mit Zellkul-
turmedium, welches 10% FCS enthielt, inkubiert.  
Im Vergleich zum bereits ausgehärteten Zement adsorbierte der frisch hergestellte CPC zu 
allen Zeitpunkten eine signifikant höhere Proteinmenge (Abb. 33). Dabei konnte auf dem 
frisch hergestellten CPC nach einem Tag eine 37-fach, nach 6 Tagen noch eine 17-fach und 
nach 15 Tagen eine 5-fach höhere Proteinmenge als auf dem ausgehärteten Zement nachge-
wiesen werden. 
 
 
Abb. 33: Adsorption boviner Serumproteine aus Zellkulturmedium, welches 10% FCS enthält, am frisch herge-
stellten im Vergleich zum ausgehärteten CPC. n = 3, Mittelwert +/- Stabw (*** p < 0,001) 
 
 
3.3.1.2 Proteinadsorption an den Zementfavoriten 
Um den Einfluss der Modifizierungszusätze auf die Proteinadsorption an frisch hergestellten 
Zementen zu untersuchen, wurden die Zemente mit humanem bzw. bovinem Serum inkubiert. 
Abb. 34 zeigt die an den Zementen gebundene Proteinmenge nach 1, 6 und 9 Tagen.  
Bei Inkubation der frisch hergestellten Zemente mit 0,1%igem humanem Serum waren bereits 
nach einem Tag ca. 80% der im Serum vorhandenen Proteine an den Zementen adsorbiert 
(Abb. 34a). Nach 9 Tagen wurde auf fast allen Zementen eine Proteinadsorption von 100% 
ermittelt. Im Vergleich zum unmodifizierten Basiszement konnte jedoch auf keiner der Ze-
mentmodifikationen eine signifikant höhere Proteinmenge nachgewiesen werden. Der Zusatz 
von Asparaginsäure-Natriumsalz führte nach 6 und 9 Tagen sogar zu einer signifikant gering-
eren Proteinbindung.  
Wurden die Zementproben mit 1%igem humanem Serum inkubiert (Abb. 34b), so war zu 
allen Zeitpunkten auf den mit Arginin und Asparaginsäure-Natriumsalz modifizierten Zemen-
ten eine höhere Proteinmenge nachweisbar als auf dem Basiszement (signifikant für Arg). Die 
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Modifizierung mit Cocarboxylase führte dagegen zu einer im Vergleich zum unmodifizierten  
CPC geringeren Proteinbindung. 
 
 
a)              b) 
Abb. 34: Adsorption humaner Serumproteine an frisch hergestellten Zementen bei Inkubation mit 0,1% (a) und 
1% (b) humanem Serum (HS). n = 4, Mittelwert +/- Stabw (CPC ↔ CPC-Modifikation: * p < 0,05, ** p < 0,01) 
 
Bei Inkubation der frisch hergestellten Zementfavoriten mit Zellkulturmedium, welches 10% 
FCS enthielt, konnte für alle modifizierten Zemente ein Anstieg der adsorbierten Proteinmen-
ge nachgewiesen werden (Abb. 35). Bis zum 6. Inkubationstag wurden dabei nur auf den mit 
Arginin modifizierten Zementen mehr adsorbierte Proteine detektiert als auf dem Basisze-
ment. Nach 9, 13 und 15 Tagen war die gebundene Proteinmenge jedoch auf allen Modifika-
tionen höher als auf dem unmodifizierten CPC. Am Ende der Inkubationszeit konnte auf den 
mit Arginin und Asparaginsäure-Natriumsalz funktionalisierten Zementen das 3-fache und auf 
den mit Cocarboxylase modifizierten das 2-fache der am Basiszement adsorbierten Protein-
menge nachgewiesen werden. 
 
 
Abb. 35: Adsorption boviner Serumproteine aus Zellkulturmedium, welches 10% FCS enthält, an frisch herge-
stellten Zementen. n = 4, Mittelwert +/- Stabw (CPC ↔ CPC-Modifikation: * p < 0,05, *** p < 0,001) 
 
 
3. Ergebnisse  65 
 
 
3.3.2 Zellkompatibilität 
3.3.2.1 Einfluss der Zementabbindezeit auf die Adhäsion und Vitalität von hMSC 
Um zu untersuchen, welchen Einfluss die Zementabbindezeit auf die Adhäsion und Vitalität 
von hMSC hat, wurden Proben des unmodifizierten CPC frisch hergestellt und anschließend 
unterschiedlich lang mit Zellkulturmedium inkubiert. Nach dieser Abbindezeit wurden 2·10
4 
Zellen pro Probe auf die Zemente ausgesät und für 24 h auf den Zementen kultiviert. An-
schließend erfolgte die Bestimmung der Anzahl der lebenden adhärenten Zellen und der toten 
Zellen durch Messung der LDH-Aktivitäten wie unter 2.5.3.1 beschrieben. Als Kontrolle 
dienten dabei hMSC, die 24 Stunden auf Polystyrol kultiviert wurden. 
In einem ersten Versuch wurden Abbindezeiten von 0 min bis 30 min untersucht. Die Ergeb-
nisse dieses Versuchs zeigt Abb. 36a. Bis zu einer Abbindezeit von 25 min konnten dabei 
signifikant mehr (0 min, 10 min und 20 min) bzw. genauso viele (15 min und 25 min) tote wie 
lebende adhärente Zellen nachgewiesen werden. Wurden die Zemente vor der Besiedlung mit 
hMSC 30 min mit Zellkulturmedium inkubiert, fanden sich signifikant mehr lebende adhären-
te als tote Zellen. Bei Besiedlung der Zemente direkt nach deren Herstellung und ohne vorher-
ige Inkubation mit Zellkulturmedium (Abbindezeit = 0 min) waren nach 24 h ca. 10% der 
besiedelten Zellen auf den Zementen adhärent. Betrug die Abbindezeit 30 min, konnten auf 
den Zementen nach 24 h ca. 30% der besiedelten Zellen nachgewiesen werden. 
In einem weiteren Versuch wurden Abbindezeiten von 0,5 h bis 30 h untersucht (Abb. 36b). 
Unabhängig davon, wie lange der Zement vor der Besiedlung mit hMSC in Zellkulturmedium 
abbinden konnte, waren stets signifikant mehr lebende adhärente als tote Zellen nachweisbar. 
Dabei war bei allen untersuchten Abbindezeiten ca. die Hälfte der besiedelten Zellen nach 24 
h Kultivierung auf den Zementen adhärent und lebend. 
 
 
        a) 
3. Ergebnisse  66 
 
 
 
b) 
Abb. 36: Anzahl lebender adhärenter und toter Zellen nach 24 h Kultivierung auf dem frisch hergestellten 
unmodifizierten Basiszement in Abhängigkeit von der Abbindezeit des CPC. n = 4, Mittelwert +/- Stabw (tote 
Zellen ↔ lebende Zellen: ** p < 0,01, *** p < 0,001)  
 
 
3.3.2.2 Einfluss des Abbindemediums auf die Adhäsion und Vitalität von hMSC 
Um zu untersuchen, welchen Einfluss das Zementabbindemedium auf die Adhäsion und Vita-
lität von hMSC hat, wurden Proben des unmodifizierten CPC frisch hergestellt und für 25 min 
mit Humanserum (HS), fötalem Kälberserum (FCS), Zellkulturmedium mit 10% FCS (ZK-
Medium), simulierter Körperflüssigkeit (SBF), phosphatgepufferter Salzlösung (PBS) und 
Millipore-Wasser (Millipore) inkubiert. Anschließend wurden die Zemente mit 2·10
4
 Zellen 
pro Probe besiedelt und für 24 h inkubiert. Danach erfolgte die Bestimmung der lebenden 
adhärenten und der toten Zellen durch Messung der LDH-Aktivität (siehe 2.5.3.1). Als Kont-
rolle dienten dabei hMSC, die 24 h auf Polystyrol kultiviert wurden. 
Im Vergleich zu den in FCS, ZK-Medium und SBF abgebundenen Zementen fanden sich auf 
den in HS, PBS und Millipore abgebundenen Zementen mehr lebende adhärente Zellen (Abb. 
37). Dabei adhärierten auf den in HS abgebundenen Zementproben die meisten Zellen. Die 
Anzahl toter Zellen war bei allen Abbindemedien bis auf HS ungefähr genauso groß wie die 
der lebenden Zellen. 
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Abb. 37: Anzahl lebender adhärenter und toter Zellen nach 24 h Kultivierung auf dem frisch hergestellten 
unmodifizierten Basiszement in Abhängigkeit vom Abbindemedium. Die Abbindezeit betrug 25 min. n = 4, 
Mittelwert +/- Stabw 
 
Ergänzend zu den biochemischen Untersuchungen wurde nach Kultivierung der hMSC für 24 
h auf den Zementen eine Live/Dead-Färbung der Zellen mit Calcein AM/EthD-1 durchge-
führt.  
Wie auch bei der biochemischen Analyse war die Anzahl toter (rot fluoreszierender) und le-
bender (grün fluoreszierender) Zellen auf den Zementen bei allen Abbindemedien nahezu 
gleich groß (Abb. 38). Während die hMSC auf den in HS, FCS, ZK-Medium und Millipore 
abgebundenen Zementen eine runde Form besaßen, wiesen die Zellen auf den in PBS abge-
bundenen Zementen eine längliche Morphologie auf. Die am weitesten fortgeschrittene Orga-
nisation des Cytoskeletts fand sich bei den in SBF abgebundenen Zementen.  
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Abb. 38: FM-Aufnahmen zur Live/Dead-Färbung von hMSC auf frisch hergestellten Zementen in Abhängigkeit 
vom Abbindemedium (Abbindezeit 25 min) 24 h nach der Besiedlung. (Calcein AM: lebende Zellen - grün, 
EthD-1: tote Zellen - rot) 
 
3.3.2.3 Adhäsion und Vitalität von hMSC auf frisch abbindenden Zementfavoriten  
Zur Untersuchung des Einflusses der Modifizierungskomponenten auf die Adhäsion und Vita-
lität von hMSC bei Verwendung von frisch hergestellten Zementen wurden die CPC-Proben 
unmittelbar nach deren Herstellung mit 2·10
4
 Zellen pro Probe besiedelt. Nach einer Inkubati-
onszeit von 24 h erfolgte die Bestimmung der Anzahl der lebendenden adhärenten und der 
toten Zellen durch Messung der LDH-Aktivität. Als Kontrolle dienten hMSC, die 24 h auf 
Polystyrol kultiviert wurden. 
Beim Basiszement, sowie den Modifikationen mit Arginin und Asparaginsäure-Natriumsalz, 
lag die Zahl lebender adhärenter Zellen nur bei ca. 2 - 10% der Besiedlungszellzahl und damit 
deutlich unter der Anzahl toter Zellen. Ca. 60 - 70% der hMSC, die auf den Basiszement und 
den mit Asparaginsäure-Natriumsalz modifizierten Zementen ausgesät wurden, überlebten die 
24-stündige Inkubation auf den frisch hergestellten Zementen nicht. Im Gegensatz dazu konn-
ten auf den mit Cocarboxylase modifizierten Zementen mit ca. 50% der Besiedlungszellzahl 
signifikant mehr lebende adhärente als tote Zellen nachgewiesen werden (Abb. 39).  
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Zur Absicherung der Ergebnisse wurde dieser Versuch mit Zellen eines 2. Spenders wieder-
holt. Die Resultate waren dabei vergleichbar mit den hier beschriebenen (Daten nicht ge-
zeigt).  
 
 
Abb. 39: Anzahl lebender adhärenter und toter Zellen auf den frisch hergestellten Zementproben nach 24-
stündiger Inkubation. n = 4, Mittelwert +/- Stabw (lebende Zellen ↔ tote Zellen: *** p < 0,001; CPC ↔ CPC-
Modifikation: 
oo
 p < 0,01, 
ooo
 p < 0,001) 
 
Ergänzend zu den biochemischen Analysen wurden die frisch hergestellten Zementvarianten 
unmittelbar nach deren Herstellung mit hMSC besiedelt, für 24 h inkubiert und anschließend 
mit Calcein AM/EthD-1 gefärbt. 
Abb. 40 zeigt die lebenden (grüne Fluoreszenz) und toten Zellen (rote Fluoreszenz) auf den 
jeweiligen Zementen. Während das Verhältnis von lebenden zu toten Zellen beim Basisze-
ment und bei dem mit Asparaginsäure-Natriumsalz modifizierten Zement relativ ausgeglichen 
war, fanden sich auf der Modifikation mit Arginin überwiegend tote Zellen. Die meisten le-
benden Zellen konnten auf der Modifikation mit Cocarboxylase beobachtet werden.  
Auf dem mit Asparaginsäure-Natriumsalz modifizierten CPC wiesen die lebenden Zellen eine 
runde Form auf, wohingegen die Zellen auf den anderen Zementen schon begonnen hatten 
sich auszubreiten. Dabei war die Organisation des Cytoskeletts auf dem Basiszement und dem 
mit Cocarboxylase modifizierten CPC am weitesten fortgeschritten. 
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Abb. 40: FM-Aufnahmen zur Live/Dead-Färbung von hMSC auf den frisch hergestellten Zementfavoriten 24 h 
nach der Besiedlung. (Calcein AM: lebende Zellen - grün, EthD-1: tote Zellen - rot) 
 
 
3.3.2.4 Proliferation und Differenzierung von hMSC auf frisch abbindenden Zementen 
Unmodifizierter CPC 
Zur Durchführung dieses Versuchs wurden die Zementproben direkt vor dem Experiment 
hergestellt und anschließend 30 min mit Zellkulturmedium inkubiert. Nach fünfmaligem Wa-
schen mit Zellkulturmedium wurden die Zemente mit 1·10
4
 Zellen pro Probe besiedelt. Die 
Kultivierung der Zellen auf den Zementen erfolgte über einen Zeitraum von 28 Tagen, wobei 
die osteogene Differenzierung der hMSC durch Zusätze zum Zellkulturmedium ab dem 3. 
Kultivierungstag stimuliert wurde (osteogen induzierte Zellen: OS+, nicht induzierte Zellen: 
OS-). Um die Zellzahl zu ermitteln, wurde die Aktivität der LDH bestimmt. Die Charakteri-
sierung der osteogenen Differenzierung erfolgte durch Quantifizierung der spezifischen ALP-
Aktivität. 
Während die osteogen induzierten Zellen in der Lage waren zu proliferieren, konnte bei den 
nicht induzierten Zellen nahezu kein Wachstum festgestellt werden (Abb. 41a). Dennoch war 
es ihnen möglich, über einen Zeitraum von bis zu 28 Tagen auf dem frisch abgebundenen 
CPC zu überleben.  
CPC Arg 
AspNa Coca 
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Die spezifische ALP-Aktivität der osteogen induzierten Zellen stieg bis zum Ende der Kulti-
vierungszeit an und war ab dem 7. Tag signifikant höher als die der nicht induzierten Zellen. 
 
 
a)            b) 
Abb. 41: Proliferation (a) und spezifische ALP-Aktivität (b) von osteogen induzierten (OS+) und nicht induzier-
ten (OS-) hMSC auf dem frisch hergestellten unmodifizierten Basiszement. n = 4, Mittelwert +/- Stabw (OS+ ↔ 
OS- : * p < 0,05, *** p < 0,001)  
 
Zementfavoriten 
In einem weiteren Versuch wurde der Einfluss der Modifizierungskomponenten auf das Proli-
ferations- und Differenzierungsverhalten der hMSC überprüft. Dazu wurden die Zementpro-
ben sofort nach deren Herstellung mit 2·10
4
 Zellen pro Probe besiedelt und bis zu 28 Tagen 
inkubiert. Die osteogene Induktion erfolgte am 3. Kultivierungstag durch Zusätze zum Zell-
kulturmedium.  
Einen Tag nach der Besiedlung waren auf dem Basiszement und dem mit Asparaginsäure-
Natriumsalz modifizierten CPC ca. 25% der besiedelten Zellen adhärent. Der Zusatz von Co-
carboxylase zum Basiszement führte dabei sogar zu einer Zelladhäsion von ca. 50% (Abb. 
42). Im weiteren Verlauf der Kultivierung nahm die Zellzahl auf fast allen Zementmodifika-
tionen jedoch drastisch ab. Besonders im Fall der nicht osteogen induzierten Zellen konnte 
keinerlei Zunahme der Zellzahl detektiert werden (Abb. 42b).  
Bei den osteogen induzierten Zellen konnte nach einem deutlichen Abfall der Zellzahl in den 
ersten beiden Kultivierungswochen zu den späteren Zeitpunkten der Kultivierung eine Erhö-
hung der Zellzahl beobachtet werden, die allerdings die Anzahl der bereits am Tag 1 der Be-
siedlung detektierten Zellen kaum überschritt. Auf den mit Arginin modifizierten Zementen 
war jedoch auch im Falle der osteogen induzierten Zellen keinerlei Zellwachstum im unter-
suchten Zeitraum vorhanden.  
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          a) 
 
          b) 
Abb. 42: Proliferation von osteogen induzierten (a) und nicht induzierten hMSC (b) auf den frisch hergestellten 
Zementfavoriten. n = 4, Mittelwert +/- Stabw (CPC ↔ CPC-Modifikation: * p < 0,05) 
 
Die osteogene Differenzierung der Zellen konnte aufgrund der geringen Zellzahlen nicht zu-
verlässig für alle Modifikationen nachgewiesen werden (ALP-Aktivität unterhalb der Nach-
weisgrenze). 
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3.4 Experimentelle Untersuchungen zu den Pastenzementen 
Bei den bisher kommerziell verfügbaren Knochenzementen handelt es sich um Pul-
ver/Flüssigkeitszemente, deren Komponenten (Zementpulver und Abbindelösung) vom An-
wender erst zu einer Paste vermischt werden müssen, um sie applizieren zu können. Eine 
Möglichkeit, diesen Schritt zu umgehen, ist der Einsatz von sterilisier- und lagerbaren ready-
to-use Pastenzementen, die erst während bzw. nach der Applikation im Kontakt mit Körper-
flüssigkeiten aushärten. Prinzipiell bestehen die hier verwendeten Pastenzemente aus einer 
wasserfreien Zementpulvermischung, die in biokompatiblem Öl dispergiert ist (siehe 2.1.4). 
Als Emulgatoren werden dabei Lecithin und Amphisol eingesetzt. 
Die Ergebnisse der Untersuchungen zum Proteinbindungsvermögen und zur Zellkompatibili-
tät der Pastenzemente werden im folgenden Teil vorgestellt. 
 
3.4.1 Proteinadsorption 
Hinsichtlich ihrer Proteinbindungskapazität wurden zwei Einpastenzemente (1-P-CPC) und 
ein Zweipastenzement (2-P-CPC) untersucht. Hierfür wurden die bereits abgebundenen und 
ausgehärteten Pastenzementproben bis zu 14 Tage mit humanem Serum (HS) inkubiert. 
Dabei konnte für alle Pastenzemente und bei Inkubation mit beiden Serumkonzentrationen 
(0,1% und 1%) eine Zunahme der adsorbierten Proteinmenge nachgewiesen werden. Bei In-
kubation der Zementproben mit 0,1%igem humanem Serum war die von dem 2-Pastenzement 
gebundene Proteinmenge größer als die der 1-Pastenzemente (Abb. 43a). Von den 1-
Pastenzementen schien der mit Amphisol hergestellte 1-P-CPC die geringere Proteinbin-
dungskapazität zu besitzen.  
Im Gegensatz dazu war bei Inkubation der Proben mit 1%igem humanem Serum die adsor-
bierte Proteinmenge auf dem 2-Pastenzement signifikant geringer als die auf den 1-
Pastenzementen (Abb. 43b). Unterschiede hinsichtlich der Proteinbindung zwischen den bei-
den 1-Pastenzementen konnten bei dieser Serumkonzentration nicht festgestellt werden. 
 
 
a)             b) 
Abb. 43: Adsorption humaner Serumproteine an den Pastenzementen bei Inkubation mit 0,1% (a) und 1% huma-
nem Serum (HS) (b). n = 3, Mittelwert +/- Stabw (1-P-CPC ↔ 2-P-CPC: * p < 0,05) 
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3.4.2 Zellkompatibilität 
3.4.2.1 Proliferation und Differenzierung von hMSC 
Für die Untersuchungen zur Proliferation und osteogenen Differenzierung von hMSC wurden 
der mit Lecithin hergestellte 1-Pastenzement und der 2-Pastenzement verwendet. 
Hierzu wurden 2·10
5
 Zellen pro Probe auf die zuvor ausgehärteten Pastenzemente ausgesät 
und für 28 Tage mit und ohne osteogene Zusätze zum Zellkulturmedium kultiviert. Die osteo-
gene Induktion erfolgte am 3. Tag nach der Besiedlung. Zur Bestimmung der Zellzahl wurde 
die LDH-Aktivität gemessen; die spezifische ALP-Aktivität diente zur Charakterisierung der 
osteogenen Differenzierung.  
 
Proliferation 
Abb. 44 zeigt die Zellzahl der osteogen induzierten (OS+) sowie der nicht induzierten (OS-) 
hMSC auf den beiden Pastenzementen zu verschiedenen Zeitpunkten während der Kultivie-
rung. Dabei konnte auf dem 2-Pastenzement sowohl für die induzierten (Abb. 44a) als auch 
für die nicht induzierten Zellen (Abb. 44b) eine gegenüber dem 1-Pastenzement erhöhte Proli-
feration festgestellt werden. Unabhängig von der Pastenzementart schienen die induzierten 
hMSC im Vergleich zu den nicht induzierten vermehrt zu wachsen. 
 
 
a)                b) 
Abb. 44: Proliferation von osteogen induzierten (a) und nicht induzierten hMSC (b) auf den Pastenzementen. n = 
3, Mittelwert +/- Stabw (1-P-CPC ↔ 2-P-CPC: ** p < 0,01, *** p < 0,001) 
 
Ergänzend zur biochemischen Analyse wurden die Proben nach 2 und 14 Tagen mit 
Phalloidin/Alexa 488 und DAPI gefärbt, um die Morphologie der Zellen zu untersuchen 
(Abb. 45). Auf beiden Pastenzementarten war es den Zellen möglich zu adhärieren, wobei sie 
eine homogene Verteilung aufwiesen. Nach 14 Tagen konnte sowohl auf dem 1-
Pastenzement, als auch auf dem 2-Pastenzement ein dichter Zellrasen beobachtet werden. 
Dabei zeigten die hMSC die für sie charakteristische straßenförmige Anordnung. 
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Abb. 45: FM-Aufnahmen von hMSC auf den Pastenzementen nach einer Kultivierungsdauer von 2 und 14 Ta-
gen (Aktin: grün - Phalloidin/Alexa 488, Zellkerne: blau - DAPI) 
 
 
Osteogene Differenzierung 
Die Charakterisierung der osteogenen Differenzierung erfolgte durch Bestimmung der spezi-
fischen ALP-Aktivität nach einer Kultivierungszeit von 14 Tagen. Bei beiden Pastenzementen 
wiesen die osteogen induzierten Zellen eine deutlich höhere spezifische ALP-Aktivität auf als 
die nicht induzierten (Abb. 46), was auf eine Differenzierung in die osteoblastäre Richtung 
hindeutet. Im Vergleich zum 2-Pastenzement konnten auf dem 1-Pastenzement sowohl bei 
den induzierten, wie auch bei den nicht induzierten Zellen höhere ALP-Werte nachgewiesen 
werden (signifikant für OS+). 
 
200 µm 200 µm 
200 µm 200 µm 
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Abb. 46: Spezifische ALP-Aktivität von hMSC auf den Pastenzementen nach 14 Tagen Kultivierung. n = 3, 
Mittelwert +/- Stabw (1-P-CPC ↔ 2-P-CPC: * p < 0,05) 
 
3.4.2.2 Untersuchungen mit frisch abbindenden Pastenzementen 
Für die Untersuchungen zu frisch abbindenden Pastenzementen wurde der mit Lecithin herge-
stellte 1-Pastenzement ausgewählt. Die unter 3.4.2.1 erläuterten Untersuchungen wurden mit 
ausgehärteten und abgebundenen Pastenzementen durchgeführt. Bei einer klinischen Anwen-
dung liegen die Zemente allerdings im nicht abgebundenen Zustand als injizierbare Paste in 
einer Spritze vor.  
Für den nachfolgend vorgestellten Versuch erfolgte die Herstellung der Zementproben des-
halb unmittelbar vor dem Experiment. Nach unterschiedlich langer Inkubation der Zemente 
mit Zellkulturmedium wurden jeweils 2·10
4
 hMSC pro Probe auf den 1-Pastenzement und den 
konventionellen CPC ausgesät und für 24 h kultiviert. Anschließend erfolgte die Bestimmung 
der lebenden adhärenten und toten Zellen durch Messung der LDH-Aktivität. Als Kontrolle 
dienten dabei hMSC, die 24 h auf Polystyrol kultiviert wurden. 
Wurden die Zemente direkt nach deren Herstellung mit hMSC besiedelt (Abbindezeit = 0 h), 
konnte auf dem 1-Pastenzement im Vergleich zum konventionellen CPC mit ca. 40% eine 
signifikant höhere Zahl lebender und adhärenter Zellen nachgewiesen werden (Abb. 47). 
Nach einer Abbindezeit von 1 h bzw. 24 h waren die Zellzahlen auf beiden Zementarten ver-
gleichbar.  
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Abb. 47: Anzahl lebender adhärenter Zellen auf dem frisch hergestellten 1-Pastenzement im Vergleich zum 
frisch hergestellten konventionellen CPC in Abhängigkeit von der Zementabbindezeit. n = 4, Mittelwert +/- 
Stabw (1-P-CPC ↔ CPC: *** p < 0,001) 
 
Bei Betrachtung der lebenden adhärenten Zellen im Vergleich zu den toten Zellen zeigte sich, 
dass beim 1-Pastenzement nach einer Abbindezeit von 0 h und 1 h deutlich mehr tote als le-
bende Zellen vorhanden waren (Abb. 48a). Nach einer Abbindezeit von 24 h konnten nahezu 
genauso viele lebende wie tote Zellen nachgewiesen werden. Der Anteil an toten Zellen lag 
beim 1-Pastenzement unabhängig von der Abbindezeit bei ca. 55% der Besiedlungszellzahl. 
Im Gegensatz zum 1-Pastenzement konnten auf dem konventionellen CPC nach einer 
Abbindezeit von 0 h mit ca. 6% nur sehr wenig lebende adhärente Zellen nachgewiesen wer-
den (Abb. 48b). Demgegenüber lag die Anzahl toter Zellen bei ca. 50%. Nach einer 
Abbindezeit von 1 h bzw. 24 h war die Anzahl lebender adhärenter Zellen jedoch schon signi-
fikant höher als die der toten Zellen. Im Vergleich zum 1-Pastenzement war der Anteil an 
toten Zellen auf dem konventionellen CPC ungefähr gleich groß.  
 
 
a)                       b) 
Abb. 48: Anzahl lebender adhärenter und toter Zellen auf dem frisch hergestellten 1-Pastenzement (a) und auf 
dem frisch hergestellten konventionellen CPC (b) in Abhängigkeit von der Zementabbindezeit. n = 4, Mittelwert 
+/- Stabw (lebende Zellen ↔ tote Zellen: * p < 0,05, ** p < 0,01, *** p < 0,001) 
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4. Diskussion 
Aus der Literatur sind zahlreiche Studien bekannt, bei denen durch Modifikation von 
Calciumphosphatzementen (CPC) mit diversen Additiven deren Struktur, mechanische Eigen-
schaften und Biokompatibilität beeinflusst werden konnten (Knepper-Nicolai et al. 2002, 
Blom et al. 2002, Gorst et al. 2006, Gbureck et al. 2006, Lode et al. 2007, Mai et al. 2008). 
Bei einer Verwendung von CPC als Knochenersatzmaterial dürfen diese Zusatzstoffe jedoch 
keine schädlichen Wirkungen auf den Organismus haben und sollten idealerweise zu einer 
schnelleren und zuverlässigeren Heilung von Knochendefekten führen und/oder die Einhei-
lung von orthopädischen Implantaten verbessern.  
Ziel dieser Arbeit war es, aufzuklären, ob und in welcher Weise verschiedene Modifizie-
rungskomponenten Einfluss auf die biologischen Eigenschaften - insbesondere auf Proteinad-
sorption und Biokompatibilität - eines CPC nehmen. Als Ausgangsmaterial diente ein 
Calciumphosphatzement der Firma InnoTERE GmbH (Dresden), der aus α-
Tricalciumphosphat, wasserfreiem Calciumhydrogenphosphat, gefälltem Hydroxylapatit und 
Calciumcarbonat besteht. Dieses Basiszementpulver ist mit Flüssigkeit angemischt als Paste 
verarbeitbar, härtet binnen weniger Minuten aus und zeigt innerhalb einiger Tage eine nahezu 
vollständige chemische Umwandlung zu Hydroxylapatit. Zur Erzeugung eines Gefüges mit 
Hydroxylapatit-kristallen im Nanometer-Maßstab und zur Modifizierung des Basiszements 
wurden Cocarboxylase, Glucuronsäure, Weinsäure, Glucose-1-phosphat sowie die Aminosäu-
ren Arginin, Asparaginsäure und Lysin verwendet. Wesentliches Auswahlkriterium für die 
Modifizierungskomponenten war, dass alle diese Stoffe in ihrer Molekülstruktur funktionelle 
anionische Gruppen besitzen, die sehr wahrscheinlich eine Wechselwirkung mit 
Calciumionen eingehen können und in diesem Zusammenhang auf die Umsetzung des Ze-
mentes zu Hydroxylapatit und die Morphologie der sich bildenden Hydroxylapatitkristalle 
wirken. Die verschieden modifizierten Zemente wurden sowohl im abgebundenen und ausge-
härteten Zustand, als auch unmittelbar nach deren Herstellung hinsichtlich ihrer Proteinbin-
dungskapazität und ihrer Biokompatibilität untersucht. 
Ergänzend zu den modifizierten Pulver/Flüssigkeitszementen wurden auch neuartige ready-
to-use Zementpasten hinsichtlich ihrer biologischen Eigenschaften getestet. Hierfür standen 
zwei 1-Pastenzemente und ein 2-Pastenzement zur Verfügung. 
 
 
4.1 Proteinadsorption 
Nach Einbringen von Implantaten oder Gewebeersatzmaterialien in den Körper wird deren 
Oberfläche sehr schnell mit Blut und Serumproteinen bedeckt. So zeigten Untersuchungen 
von Reddi (1985), dass Fibronektin aus Serum innerhalb der ersten Minute nach Implantation 
an der Oberfläche einer Knochenersatzmatrix aus Kollagen adsorbierte. Da viele dieser an der 
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Implantatoberfläche gebundenen Serumproteine wie z. B. Adhäsionsproteine (Fibronektin, 
Vitronektin, Kollagen) oder Wachstumsfaktoren (BMPs, TGFs, VEGF) direkten Einfluss auf 
die Zellfunktionen haben können, wurden die verschieden modifizierten Zemente zunächst 
auf ihr Proteinbindungsvermögen hin untersucht.  
Aus verschiedenen Studien ist bekannt, dass sich Hydroxylapatit (HA) besonders gut für die 
Adsorption von Proteinen eignet (Fleming et al. 2001, Kilpadi et al. 2001, Ozeki et al. 2008), 
weshalb es u. a. auch in Chromatografiesäulen eingesetzt wird. Studien von Kandori et al. 
(2007a) zeigen, dass HA dabei eine besondere Bindungsaffinität für Albumin besitzt. Albu-
min ist das häufigste Protein im Serum und in Bezug auf eine Wechselwirkung mit Zellen 
relativ inaktiv. Aus diesem Grund wird es häufig zum Absättigen freier Bindungsstellen z. B. 
bei ELISAs oder in der Fluoreszenzmikroskopie verwendet. Durch Modifikation des HA mit 
verschiedenen Additiven wird nun versucht, die Bindungsaffinität gegenüber anderen, für die 
Zellphysiologie bedeutsameren, Proteinen zu erhöhen. Dadurch können während des Abbin-
dens Veränderungen im Zementgefüge und in der Umsetzung zu Hydroxylapatit auftreten. 
Der Zusatz von Aminosäuren führt dabei z. B. zu einem verzögerten HA-Kristallwachstum, 
was u. a. eine Verlängerung der Abbindephasen bedingt (Koutsopoulos et Dalas 2000, 
Boanini et al. 2006, Jack et al. 2007). Besonders ausgeprägt ist dieser Effekt laut einer Unter-
suchung von Gbureck et al. (2006) bei Arginin. Durch Zusatz von Cocarboxylase, Weinsäure, 
Glucose-1-phosphat, Lysin und Asparaginsäure-Natriumsalz konnte in der vorliegenden Ar-
beit anhand von REM-Aufnahmen eine Verfeinerung des Zementgefüges und/oder die Bil-
dung kleinerer HA-Kristallite beobachtet werden (Abb. 6, Seite 16). 
Bei Inkubation der Zemente mit humanem (HS) bzw. bovinem Serum (FCS) stieg die Menge 
der adsorbierten Proteine während des Inkubationszeitraums bei allen Zementvarianten stetig 
an. Ähnliche Ergebnisse erhielten auch Zhao et al. (2006) mit HA/Chitosan-Gelatine-
Kompositen sowie Bernhardt et al. (2008) mit mineralisiertem Kollagen. Die physikalische 
Adsorption von Proteinen an Materialien ist dabei oft ein reversibler Prozess, wobei Adsorp-
tion und Desorption im thermodynamischen Gleichgewicht stehen („Vromann-Effekt“; 
Veerman et al. 1987). In der vorliegenden Arbeit konnte durch Zusatz von Glucuronsäure, 
Weinsäure und Cocarboxylase das Bindungsvermögen des Basiszements bezüglich humaner 
Serumproteine signifikant verbessert werden (Abb. 11a, Seite 35). Mögliche Ursachen hierfür 
könnten die größere spezifische Oberfläche (Toworfe et al. 2009, Midy et al. 2001) und die 
kleineren HA-Kristallite der so modifizierten Zemente sein. Bestätigt wird diese Vermutung 
durch Untersuchungen der Firma InnoTERE zur spezifischen Oberfläche der verschiedenen 
Zementvarianten, welche folgende Reihenfolge ergaben: Glucuronsäure > Cocarboxylase > 
Lysin > Asparaginsäure-Natriumsalz > Arginin > Basiszement. Während bei Inkubation der 
abgebundenen und ausgehärteten Zemente mit humanem Serum ein positiver Effekt einiger 
Modifizierungskomponenten erkennbar war, konnte dieser bei Inkubation mit fötalem bovi-
nem Serum nicht beobachtet werden. Im Gegensatz zum unmodifizierten Basiszement, bei 
dem nach 20 Tagen eine Sättigung erkennbar war, stieg die Menge an gebundenem Protein 
bei den modifizierten Favoriten allerdings auch nach über 40 Tagen noch an. Bedingt durch 
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den Zusatz der Additive wird das Gleichgewicht zwischen Adsorption und Desorption hier 
wahrscheinlich später als beim Basiszement erreicht. Im Gegensatz zu HS, das mit Millipore-
Wasser verdünnt wurde, befand sich das FCS in einer gepufferten Lösung aus Zellkulturme-
dium. Die durch die Zemente in den Überständen verursachten pH-Wert-Schwankungen 
(Hempel et al. 2004, Oreffo et al. 1998) werden dadurch möglicherweise besser ausgeglichen, 
was die gegenüber der Inkubation mit HS veränderte Proteinadsorption erklären könnte. Auch 
die veränderte Inkubationstemperatur (4°C bei Inkubation mit HS, 37°C bei Inkubation mit 
FCS) könnte das Adsorptionsverhalten der abgebundenen Zemente beeinflusst haben. Ge-
stützt wird diese Vermutung durch Experimente von König et al. (unveröffentlicht), bei denen 
das Bindungsverhalten des für die Osteoklastogenese wichtigen Proteins RANK-L gegenüber 
dem Calciumphosphatzement Biozement D untersucht wurde. Dabei wurde festgestellt, dass 
die RANK-L Adsorption bei 4°C höher war als bei Raumtemperatur. Weitere Einflussfakto-
ren auf die Adsorption von Proteinen an Oberflächen sind neben eher unspezifischen elektro-
statischen Wechselwirkungen u. a. auch die Struktur des jeweiligen Proteins und der 
Implantatoberfläche (Deligianni et al. 2001), funktionelle Gruppen auf der Biomaterialoberf-
läche (Kandori et al. 2007b) und die Ionenstärke (Zhu et al. 2007, Shen et al. 2008). Da es 
sich bei Serum um ein komplexes Proteingemisch handelt, können die bei der Proteinadsorp-
tion im Einzelnen wirksamen Mechanismen nicht eindeutig erklärt werden. Um nun genauer 
zu untersuchen, welchen Einfluss die Modifizierungskomponenten auf die Adsorption von 
Proteinen haben, müssten weitere Versuche mit einzelnen Modellproteinen wie z. B. 
Lysozym und BSA durchgeführt werden. 
Im Vergleich zwischen abgebundenen, ausgehärteten und frisch hergestellten Zementen wie-
sen die direkt nach der Herstellung mit beiden Serumarten inkubierten Zemente ab einer Se-
rumkonzentration von 1% eine 2-fach (Inkubation mit HS; Abb. 32b, Seite 61) bis 37-fach 
(Inkubation mit FCS; Abb. 33, Seite 62) höhere adsorbierte Proteinmenge auf. Zurückzufüh-
ren ist dieser Effekt auf die weitaus größere spezifische Oberfläche der Zemente im noch 
nicht abgebundenen Zustand. Dabei adsorbierten an den mit Cocarboxylase, Arginin und As-
paraginsäure-Natriumsalz modifizierten frisch hergestellten Zementen z. T. signifikant mehr 
Proteine als am Basiszement (Abb. 34b/35, Seite 63). Eine wichtige Rolle scheinen hierbei 
die funktionellen Gruppen der Modifizierungskomponenten zu spielen. So ist z. B. bereits 
bekannt, dass die Anwesenheit von Aminogruppen (-NH2) und Methylgruppen (-CH3) die 
Adsorption des für die Zelladhäsion wichtigen Proteins Fibronektin fördert (Advincula et al. 
2005). 
Neben den Pulver/Flüssigkeitszementen wurden im Rahmen dieser Arbeit auch neuartige 
ready-to-use 1- und 2-Pastenzemente auf ihre Proteinbindungskapazität hin untersucht. Bei 
Inkubation der ausgehärteten Zementproben mit 0,1%igem humanem Serum war die von dem 
2-Pastenzement gebundene Proteinmenge größer als die der 1-Pastenzemente (Abb. 43a, Seite 
72). Die Verwendung des Emulgators Amphisol schien im Gegensatz zu Lecithin bei den 1-
Pastenzementen die Bindungskapazität leicht herabzusetzen. Wurde für die Inkubation jedoch 
1%iges humanes Serum verwendet, war die adsorbierte Proteinmenge auf dem 2-
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Pastenzement signifikant geringer als die auf den 1-Pastenzementen (Abb. 43b, Seite 72). Im 
Vergleich zu den Pulver/Flüssigkeitszementen erreichten die Pastenzemente nach 14-tägiger 
Inkubation nur eine Proteinadsorption von durchschnittlich 60%, wohingegen die Pul-
ver/Flüssigkeitszemente bei den verwendeten Serumkonzentrationen eine Proteinadsorption 
von 80 - 100% aufwiesen. Möglicherweise ist dies auf das in den Pastenzementen enthaltene 
Öl zurückzuführen, welches auch nach vorherigem Spülen der Proben während des gesamten 
Inkubationszeitraumes weiter kontinuierlich freigesetzt wurde. Weitere Einflussfaktoren 
könnten der durch die Pastenzemente verursachte pH-Wert-Abfall (6,8 - 7,1) und die gestei-
gerte Calciumionenkonzentration (> 2,4 mmol/l) im umgebenden Medium sein (Reinstorf, 
unveröffentlicht). 
Durch Proteine wie Fibronektin, Vitronektin, Osteocalcin, Osteopontin oder Wachstumsfakto-
ren kann u. a. die Adhäsion, Proliferation und Differenzierung von Zellen positiv beeinflusst 
werden (z. B. Sogo et al. 2007). Für eine umfassende Charakterisierung wurde das Bindungs-
vermögen der Zementfavoriten (CPC, Coca, Arg, AspNa) für ausgewählte Proteine, für die 
eine positive Wirkung auf Osteoblasten und die Knochenbildung bekannt ist, untersucht. Zu 
diesen Proteinen gehört das Knochenmatrixprotein Osteocalcin, der Knochenwachstumsfaktor 
BMP-2 und der Vaskularisierungsfaktor VEGF. 
Osteocalcin (OC) ist das häufigste nicht-kollagene Knochenmatrixprotein und gehört mit 46 - 
50 Aminosäuren und einer Molmasse von ca. 5 kDa zu den sehr kleinen Proteinen. Es wird 
von Osteoblasten während der Knochenneubildung exprimiert, wirkt chemotaktisch auf 
Monozyten und Osteoklasten und unterstützt die Adhäsion von Prä-Osteoklasten (Chenu et al. 
1994). OC besitzt speziesabhängig zwei bis drei γ-Carboxyglutaminsäurereste (Gla-Reste), 
die eine sehr starke Affinität zu Calciumionen bewirken (Hauschka 1986). Trotz des aus der 
Literatur bekannten großen Bindungsvermögens von OC in Bezug auf Calciumphosphate 
(Flade et al. 2001, Hoang et al. 2003), konnten auf dem in dieser Arbeit verwendeten 
unmodifizierten CPC im Bereich bis 100 ng nur maximal 40 - 60 ng Osteocalcin pro Probe 
(ca. 142 - 212 ng/cm
2
 ≙ 28,4 - 42,4 nmol/cm2) adsorbiert werden (Abb. 23, Seite 51). Eine im 
Vergleich zum Basiszement leicht erhöhte Bindungskapazität hinsichtlich OC bewirkte dabei 
nur der Zusatz von Arginin und Asparaginsäure-Natriumsalz. Untersuchungen der InnoTERE 
GmbH zeigten, dass diese beiden Zusätze aus dem sie umgebenden Medium mehr 
Calciumionen aufnehmen als der unmodifizierte und der mit Cocarboxylase modifizierte 
CPC. Dadurch stehen auf der Oberfläche der mit Arginin und Asparaginsäure-Natriumsalz 
funktionalisierten Zemente wahrscheinlich mehr Calciumionen und damit auch mehr OC-
Bindungsstellen zur Verfügung. 
Bone morphogenetic proteins (BMPs) sind multifunktionelle Zytokine, die zur  
TGF-β Superfamilie gehören (Riley et al. 1996). Bei BMP-2 handelt es sich um ein 
Glykoprotein mit 230 Aminosäuren und einer Molmasse von ca. 26 kDa, welches eine wich-
tige Rolle bei der Entwicklung von Knochen und Knorpel spielt. Es kann die osteoblastäre 
Differenzierung in vielen Zelltypen induzieren (Marie et al. 2002) und dadurch die Heilung 
von Knochendefekten beschleunigen (Toriumi 1991, Yasko 1992, Gerhart 1993, Geiger 2003, 
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Khan 2004). Es wurde eine große Anzahl an BMP-2-Bindungsstellen nicht nur in 
osteoblastären Zellen, sondern auch in verschiedenen anderen Zellarten wie z. B. 
Fibroblasten, Keratinozyten, Nierenendothelzellen und Tumorzellen gefunden (Iwasaki 
1995). Zur Untersuchung der Adsorptionskapazität wurde der unmodifizierte Basiszement mit 
bis zu 100 ng BMP-2 pro Probe (ca. 354 ng/cm
2
 ≙ 13,6 nmol/cm2) inkubiert. Im gesamten 
untersuchten Konzentrationsbereich war dabei keine Sättigung erkennbar, was auf eine hohe 
Bindungsaffinität des CPC bezüglich BMP-2 hindeutet (Abb. 24, Seite 52). Durch die Modi-
fikation des Basiszements mit Arginin und Asparaginsäure-Natriumsalz konnte diese Bin-
dungsaffinität z. T. noch deutlich gesteigert werden. Dong et al. (2007) untersuchten das Bin-
dungsverhalten von BMP-2 gegenüber Hydroxylapatit und konnten zeigen, dass vorrangig die 
drei funktionellen Gruppen -OH, -NH2 und -COO
-
 des BMP-2 über die Bildung von Wasser-
stoffbrückenbindungen mit der HA-Oberfläche interagieren. Die Adsorption von BMP-2 er-
folgt dabei sehr schnell während der ersten Minuten, wobei das Adsorptionsgleichgewicht 
ungefähr vier Stunden nach Beginn der Inkubation erreicht ist (Boix et al. 2005). Beeinflusst 
werden kann die Bindung von BMP-2 durch die Calcium- und Phosphationenkonzentration 
des umgebenden Mediums. Untersuchungen von Boix et al. (2005) zeigten, dass eine Erhö-
hung der Calciumionenkonzentration die Adsorption von BMP-2 fördert, wohingegen hohe 
Phosphationenenkonzentrationen diese inhibieren.  
Ein für die Knochenheilung sehr wichtiger Prozess ist die Angiogenese (Bildung neuer Blut-
gefäße). Die Regulation der Angiogenese erfolgt über eine Vielzahl von Wachstumsfaktoren, 
wobei der Vascular Endothelial Growth Factor (VEGF) eine Schlüsselfunktion besitzt (Ferra-
ra et Davis-Smyth 1997). So konnte nachgewiesen werden, dass VEGF stimulierend auf die 
chemotaktische Migration von Osteoklasten (Engsig et al. 2000), Monozyten (Clauss et al. 
1990, Barleon et al. 1996), Osteoblasten (Midy et Plouet 1994, Mayr-Wohlfart et al. 2002) 
und mesenchymalen Vorläuferzellen (Fiedler et al. 2005) wirkt und zudem die osteoklastäre 
(Kaku et al. 2001) und osteoblastäre (Deckers et al. 2000, Mayer et al. 2005) Differenzierung 
fördert. Das in dieser Arbeit verwendete rekombinant hergestellte humane VEGF besitzt zwei 
identische Ketten zu je 165 Aminosäuren und eine Molmasse von ca. 38 kDa. Wie bei Osteo-
calcin wurde auch bei Inkubation des unmodifizierten Basiszements mit VEGF das Bin-
dungsmaximum bei ca. 40 ng pro Probe (ca. 142 ng/cm
2
 ≙ 3,7 nmol/cm2) beobachtet (Abb. 
25, Seite 52). Auf reinem Ti6Al4V konnten dagegen nur maximal 85 ng/cm
2
 adsorbiert wer-
den (Wolf-Brandstetter et al. 2006). Die mit Arginin und Cocarboxylase modifizierten Ze-
mente wiesen gegenüber dem Basiszement eine leicht höhere Menge an gebundenem VEGF 
auf. Midy et al. (2001) inkubierten Hydroxylapatit- und Calciumcarbonatpulver mit VEGF, 
wobei das Bindungsmaximum schon nach einer Stunde erreicht war und die adsorbierte Pro-
teinmenge proportional zur spezifischen Oberfläche der Materialien anstieg. Im Falle der Co-
carboxylase-modifizierten Zemente könnte die gegenüber dem Basiszement größere spezifi-
sche Oberfläche eine erhöhte VEGF-Adsorption erklären. Da der mit Arginin modifizierte 
CPC jedoch über eine annähernd gleich große spezifische Oberfläche wie der Basiszement 
verfügt, spielen hier wahrscheinlich elektrostatische Wechselwirkungen die größere Rolle.  
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Zusammenfassend kann gesagt werden, dass die Modifizierung des Basiszements dessen Pro-
teinbindungskapazität beeinflusste. Dabei führte sowohl der Zusatz von Cocarboxylase als 
auch der von Arginin und Asparaginsäure-Natriumsalz zu einer erhöhten Adsorption von Se-
rumproteinen. Die Bindungsaffinität des Basiszements gegenüber OC, BMP-2 und VEGF 
konnte durch Funktionalisierung mit Arginin gesteigert werden. Während die Modifizierung 
mit Cocarboxylase nur die VEGF-Adsorption förderte, bewirkte der Zusatz von Asparagin-
säure-Natriumsalz eine Erhöhung der OC- und BMP-2-Adsorption. 
Die in dieser Arbeit untersuchten Pastenzemente waren in der Lage, Proteine aus dem Serum 
zu binden; sie zeigten allerdings im Vergleich zu den herkömmlichen Pulver/ 
Flüssigkeitszementen eine geringere Proteinbindungsaffinität. 
 
 
4.2 Biokompatibilität 
Abgebundene, ausgehärtete Zemente 
Für das Einwachsen eines Implantats bzw. die Heilung eines Knochendefekts ist es essentiell, 
dass die Adhäsion, Proliferation und Differenzierung der für den Kochenauf- und -umbau 
wichtigen Zellen durch das Einbringen des Fremdmaterials in den Körper nicht behindert 
wird. Das Ziel vieler Studien ist es daher, Biomaterialien bzw. Implantate zu entwickeln, die 
die natürliche Regenerationsfähigkeit des Knochens unterstützen und im Idealfall sogar för-
dern. Wie unter 4.1.1 bereits erwähnt, adsorbiert an Biomaterialien nach ihrer Implantation in 
den Körper zunächst eine Vielzahl von Proteinen. Innerhalb dieses Proteingemisches sind 
Fibronektin und Vitronektin die für die Adhäsion von Zellen wichtigsten Glykoproteine. Sie 
enthalten die Aminosäuresequenz Arg-Gly-Asp (RGD-Sequenz), die mit Rezeptoren 
(Integrinen) in der Zellmembran interagiert und so die Adhäsion der Zellen ermöglicht 
(Kilpadi et al. 2001, Advincula et al. 2005). Die Integrin-vermittelte Zelladhäsion initiiert 
dabei eine Kaskade von Ereignissen, die strukturelle Änderungen wie Zellausbreitung, 
Zytoskelettorganisation oder Proteinexpression in den Zellen fördert (Advincula et al. 2005). 
Osteoblasten und deren Vorläufer gehören zu den „anchorage-dependent cells“, deren Über-
leben direkt von solch einer Integrin-vermittelten Bindung abhängt (Wilson et al. 2005, Wang 
et al. 2009). So konnte z. B. in einer Studie von Grigoriou et al. (2005) gezeigt werden, dass 
die Modifikation einer Silikonmembran mit einem RGD-Peptid im Vergleich zur 
unmodifizierten Membran die Apoptose von MC3T3-E1 Zellen verhindern kann. 
Da die Adhäsion für das Überleben und die Entwicklung der „anchorage-dependent cells“ 
eine so wichtige Rolle spielt, wurde zunächst das Adhäsionsverhalten von Osteoblasten 
(hFOB 1.19) und deren Vorläufern (hMSC) gegenüber den verschieden modifizierten Zemen-
ten untersucht. Dabei verhielten sich die zwei Zellsorten z. T. recht unterschiedlich. Bei Ver-
wendung der hFOB 1.19 führten die Modifizierungszusätze Cocarboxylase, Glucuronsäure, 
Weinsäure und Glucose-1-phosphat in Abhängigkeit von ihrer Konzentration zu einer ver-
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mehrten initialen Adhäsion (Abb. 14, Seite 39). Erfolgte die Besiedlung dagegen mit hMSC, 
konnten neben den mit Cocarboxylase auch auf den mit Arginin und Asparaginsäure-
Natriumsalz modifizierten Zemente mehr Zellen nachgewiesen werden (Abb. 15, Seite 40). 
Da Zellen einer Zelllinie, wie hier die hFOB 1.19, genetisch verändert sind, können sie immer 
nur als Modell für Osteoblasten fungieren. Deshalb und aufgrund ihrer bedeutsamen Rolle bei 
der Knochenheilung in vivo wurden für die weiteren Untersuchungen der Zementfavoriten 
hMSC verwendet. Um die Variabilität dieser primären Zellen zu kompensieren, wurden im 
Rahmen dieser Arbeit Zellen von zwei verschiedenen Spendern getestet. Hierbei zeigte bei 
Zellen beider Spender vor allem die Modifizierung mit Cocarboxylase einen die Adhäsion 
von hMSC fördernden Effekt (Abb. 26, Seite 53f). Da die Adhäsion von Zellen über die 
Interaktion von Integrinen in der Zellmembran mit spezifischen Adhäsionsproteinen 
(Fibronektin, Vitronektin, Kollagen) vermittelt wird, ist sie damit primär von der Adsorption 
dieser Proteine an Oberflächen abhängig (Wilson et al. 2005). Im Gegensatz zu Titan oder 
Stahl kann Hydroxylapatit wesentlich mehr Fibronektin/Vitronektin binden, was in Untersu-
chungen von Kilpadi et al. (2001) zu einer vermehrten Adhäsion von hMSC und 
Osteoblastenvorläuferzellen führte. Auch in Studien von El-Ghannam et al. (1999) und Sogo 
et al. (2007) förderte das Vorhandensein von Fibronektin die Adhäsion von Osteoblasten und 
hMSC. Bedingt durch die gegenüber den anderen Zementvarianten größere spezifische Oberf-
läche ist der Cocarboxylase-modifizierte CPC wahrscheinlich in der Lage, mehr Fibronektin 
und/oder Vitronektin zu binden, was zu der erhöhten Zelladhäsion führt.  
Durch Vorinkubation der Zementproben mit humanem Serum konnte die Zahl der adhärenten 
Zellen bei allen Zementvarianten um das 2 - 4-fache erhöht werden, wobei auch hier der Zu-
satz von Cocarboxylase besonders die initiale Adhäsion der hMSC förderte. Zurückzuführen 
ist dieser Effekt auf die vermehrte Adsorption von Adhäsionsproteinen an den Zementen vor 
der Besiedlung mit Zellen. Ähnliche Ergebnisse erhielten auch Schönmeyr et al. (2008) und 
Sawyer et al. (2007), die auf Serum-beschichtetem Hydroxylapatit im Vergleich zu 
unbeschichtetem sowohl eine signifikant höhere Zellzahl, als auch eine weiter fortgeschrittene 
Zytoskelettorganisation von hMSC nachweisen konnten. Zusätzlich zu dem Vorhandensein 
von Adhäsionsproteinen beeinflusst auch die chemische Struktur der Oberflächen das Verhal-
ten von Zellen. Während Arginin und Asparaginsäure-Natriumsalz über Amino- (-NH2) und 
Carboxylgruppen (-COOH) verfügen, besitzt Cocarboxylase neben einer Aminogruppe auch 
noch Methyl- und Phosphatgruppen, die die Adhäsion fördern könnten. Maekawa et al. 
(2008) konnten so z. B. durch Funktionalisierung von Titan mit Polyphosphorsäure und 
Orthophosphorsäure die Adhäsion und Proliferation von Maus-Osteoblasten erhöhen.  
Wie Studien von Advincula et al. (2005) zeigen, steht die Zelladhäsion in direktem 
Zusammenhang mit Ereignissen, die strukturelle Änderungen in den Zellen fördern. Ein 
Wachstum der Zellen ist deshalb nur möglich, wenn sie auch in der Lage sind, sich auszubrei-
ten (Grigoriou et al. 2005). Bei Kultivierung der mit hFOB 1.19 besiedelten Zemente über 
einen Zeitraum von 28 Tagen steigerte der Zusatz von Cocarboxylase, Glucuronsäure und 
Weinsäure die Proliferation der Zellen (Abb. 16a, Seite 41). Eine gegenüber dem Basiszement 
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höhere spezifische ALP-Aktivität der hFOB 1.19 konnte auf den mit Glucuronsäure, Wein-
säure und Glucose-1-phosphat modifizierten Zementen nachgewiesen werden (Abb. 19a, Sei-
te 44). Unabhängig von einer vorherigen Seruminkubation der Zementproben zeigten hMSC 
des Spenders 2 auf den Cocarboxylase- und Arginin-modifizierten Zementen eine im Ver-
gleich zum Basiszement gesteigerte Proliferation (Abb. 29, Seite 58). Durch die Modifizie-
rung von resorbierbaren PCL-Nanofasern mit Arginin konnte auch bei Mausendothelzellen 
die Proliferation erhöht werden (Klee et al. 2008). Der proliferationsfördernde Einfluss des 
Vitamin B12-Derivats Cocarboxylase lässt sich vermutlich u. a. auf das Vorhandensein von 
Phosphatgruppen zurückführen. Bestätigt wird diese Annahme durch Untersuchungen von 
Kim et al. (1996), in denen der Zusatz von Vitamin B12 das Wachstum von hMSC förderte. 
Da durch Vorinkubation der Zementproben mit humanem Serum die Zelladhäsion gesteigert 
werden konnte, lag die Vermutung nahe, dass dadurch auch die Zellproliferation positiv be-
einflusst werden könnte. Im Gegensatz dazu und zu Versuchen von Schönmeyr et al. (2008), 
die in ihren Experimenten serumbeschichtetes Hydroxylapatit und Osteoblasten verwendeten, 
förderte eine vorherige Beschichtung der Zementproben mit Serumproteinen das Wachstum 
der in dieser Arbeit verwendeten hMSC jedoch nicht signifikant (Abb. 28/29, Seite 57f).  
Die osteogene Differenzierung der Zellen konnte auf allen Zementfavoriten und bei beiden 
Spendern eindeutig anhand der spezifischen ALP-Aktivität nachgewiesen werden. Die Modi-
fikation eines Hydroxylapatitzements mit Asparagin unterstützte bei Boanini et al. (2006) die 
Proliferation von humanen osteoblastenähnlichen Zellen (MG-63) und förderte deren osteo-
gene Differenzierung. Bei (OS+)-Zellen des Spenders 1 führte der Zusatz von Cocarboxylase 
und Asparaginsäure-Natriumsalz zwar auch zu einer gegenüber dem Basiszement signifikant 
höheren spezifischen ALP-Aktivität, beeinträchtigte allerdings das Wachstum der osteogen 
induzierten hMSC. Aus Studien von Knabe et al. (2000) ist bekannt, dass Calciumphosphat-
zemente wie Biozement H und F neben der Absenkung der Calciumionenkonzentration auch 
eine Erhöhung der Phosphationenkonzentration und eine Verringerung des pH-Werts im um-
gebenden Medium bewirken. Diese Veränderung der Umgebungsbedingungen führte, wie bei 
den hier untersuchten Cocarboxylase und Asparaginsäure-Natriumsalz modifizierten Zemen-
ten, auch bei Oreffo et al. (1998) zu reduziertem Zellwachstum und einer gesteigerten Diffe-
renzierung der Zellen. Entgegen neuen Untersuchungen von Kasten et al. (2008), die den Ein-
fluss von Plasma auf die Proliferation und osteogene Differenzierung von hMSC auf ver-
schiedenen Calciumphosphat-Materialien testeten, konnte durch Funktionalisierung der Ze-
mentproben mit Serumproteinen die spezifische ALP-Aktivität der hMSC (Spender 2) bei 
allen Varianten ca. um das Doppelte erhöht werden (Tab. 25, Seite 60). Allerdings muss hier 
berücksichtigt werden, dass dieser Effekt spenderabhängig war und so eine allgemeine Aus-
sage bzgl. der differenzierungsfördernden Wirkung von adsorbierten Serumproteinen nicht 
möglich ist. 
 
 
4. Diskussion  86 
 
 
Frisch hergestellte, nicht abgebundene Zemente 
In vitro Untersuchungen zur Biokompatibilitätstestung von Calciumphosphatzementen wer-
den fast ausnahmslos mit bereits abgebundenen und ausgehärteten Zementproben durchge-
führt. Bei einer klinischen Anwendung wie z. B. dem Füllen eines Knochendefektes muss der 
Zement jedoch als formbare Paste vorliegen, um eine Injektion in den Defekt zu ermöglichen. 
Dazu wird das Zementpulver direkt vor der Operation mit der jeweiligen Abbindelösung ver-
mischt und unmittelbar danach appliziert. Dabei darf der nun beginnende Abbindeprozess des 
Zements in vivo keine Schädigung des umliegenden Gewebes verursachen. Im Rahmen dieser 
Arbeit wurde daher der Einfluss der Zementabbindereaktion in verschiedenen Medien auf die 
Zellfunktionen von hMSC untersucht.  
Aus der Literatur sind bisher nur sehr wenige Studien bekannt, die sich mit der Reaktion von 
Zellen in Gegenwart von frisch hergestellten Zementen beschäftigen. Simon et al. (2004) 
verwendeten einen aus Tetracalciumphosphat (TTCP) und Monetit (DCPA) hergestellten 
Calciumphosphatzement und besiedelten diesen direkt nach dessen Herstellung mit Zellen der 
murinen osteoblastenähnlichen Zelllinie MC3T3-E1. Nach Inkubation über Nacht konnten auf 
den Zementen ausschließlich tote Zellen nachgewiesen werden. Im Gegensatz dazu wirkte der 
gleiche Zement im abgebundenen Zustand nicht mehr zytotoxisch. Daher wird vermutet, dass 
der Grund für das Zellsterben die Zement-Abbindereaktion war. Diese Reaktion umfasst die 
initiale Auflösung der Calciumphosphatpartikel, was Schwankungen des pH-Werts und der 
Ionenstärke nach sich zieht (Simon et al. 2004).  
Um nun zu untersuchen, welchen Einfluss die Abbindereaktion des in dieser Arbeit 
verwendeten Zements auf die Adhäsion und Vitalität von hMSC hat, wurden Proben des 
unmodifizierten CPC frisch hergestellt, unterschiedlich lang (0 - 30 h) mit Zellkulturmedium 
inkubiert und anschließend mit hMSC besiedelt. Im Gegensatz zu Simon et al. (2004) überleb-
ten ca. 10% der auf die Zemente ausgesäten Zellen die 24-stündige Inkubation auch ohne 
vorheriges Abbinden der Zemente in Zellkulturmedium (t = 0; Abb. 36, Seite 64f). Während 
bis zu einer Abbindezeit von 25 min vor der Zellbesiedlung mehr bzw. genauso viele tote wie 
lebende adhärente Zellen nachgewiesen werden konnten, überwog ab einer Abbindezeit von 
30 min vor der Zellbesiedlung die Anzahl lebender adhärenter Zellen. Eine weitere Verlänge-
rung der Abbindezeit führte allerdings zu keiner vermehrten Zelladhäsion bzw. Zellvitalität. 
Bei α-TCP-Zementen, die nach unterschiedlich langer Abbindezeit in SBF und nach Vermah-
lung der Proben zu Pulvern in Kontakt mit CHO-Zellen (Chinese Hamster Ovary Cells) ge-
bracht wurden, konnte ebenfalls eine zytotoxische Wirkung nachgewiesen werden. Diese 
nahm jedoch mit steigender Zementabbindezeit ab (dos Santos et al. 2002). Ein wesentlicher 
Einflussfaktor hierbei scheint der pH-Wert des Mediumüberstandes zu sein. Lag dieser am 
Anfang noch bei ca. 6, näherte er sich, je länger die Zemente in SBF abbinden konnten, im-
mer mehr dem physiologischen pH-Wert (dos Santos et al. 2002).  
Da adsorbierte Proteine für Zellfunktionen eine sehr wichtige Rolle spielen, wurde auch der 
Einfluss des Abbindemediums untersucht. Hierzu wurden die frisch hergestellten Zemente vor 
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der Besiedlung mit hMSC 25 min mit humanem Serum, fötalem bovinem Serum, Zellkultur-
medium, welches 10% FCS enthielt, SBF, PBS und deionisiertem Wasser inkubiert. In 
Übereinstimmung mit den Versuchen zur Abbindezeit war unabhängig vom Abbindemedium 
auf allen Zementproben ca. die Hälfte der ausgesäten Zellen adhärent und am Leben (Abb. 37, 
Seite 66). Die höchste Anzahl lebender adhärenter Zellen fand sich dabei mit ca. 80% auf den 
Zementen, die mit humanem Serum behandelt worden waren. Zurückführen lässt sich dies 
wahrscheinlich auf die große Menge an gebundenen Proteinen (siehe 4.1.1). Überraschender-
weise war die Organisation des Zellzytoskeletts dagegen auf den in SBF abgebundenen Ze-
menten am weitesten fortgeschritten.  
Im Folgenden wurde nun der Einfluss der Modifizierungskomponenten Cocarboxylase, Argi-
nin und Asparaginsäure-Natriumsalz auf die Adhäsion und Vitalität von hMSC untersucht. 
Dazu wurden die Zementvarianten direkt nach deren Herstellung mit den Zellen besiedelt, um 
die klinische Situation so gut wie möglich zu simulieren. Auf dem Basiszement und den mit 
Arginin und Asparaginsäure-Natriumsalz modifizierten Zementen überlebten dabei nur ca. 2 - 
10% der ausgesäten hMSC (Abb. 39, Seite 68). Der Zusatz von Cocarboxylase dagegen führte 
zu einer mit ca. 50% signifikant höheren Anzahl lebender adhärenter Zellen und zu einer im 
Vergleich zu den anderen Zementmodifikationen weiter fortgeschrittenen Organisation des 
Zellzytoskeletts (Abb. 40, Seite 69). Wie Untersuchungen der InnoTERE GmbH zeigen,  
senken alle Zementkomposite einschließlich des Basiszements den Calciumgehalt im umge-
benden Medium aufgrund der ablaufenden Zementumsetzung zu Hydroxylapatit deutlich ab. 
Dies geschieht allerdings in unterschiedlichem Maße. Die geringste 
Calciumionenkonzentration (< 1 mmol/l) fand sich bei den mit Arginin und Asparaginsäure-
Natriumsalz modifizierten Zementen, gefolgt von der des unmodifizierten Basiszements (ca. 
1,2 mmol/l). Der Zusatz von Cocarboxylase führte dagegen zu einer geringeren Reduzierung 
(auf ca. 1,5 mmol/l). Dies ist zellphysiologisch günstiger, da schon bei 
Calciumionenkonzentrationen von < 1,8 mmol/l die Proliferation von Zellen beeinträchtigt 
wird (Liu et al. 2009). Durch die Verwendung von Dinatriumhydrogenphosphatlösung als 
wässrige Komponente der Zemente, findet am Anfang ein starker Phosphationeneintrag statt. 
Dieser Überschuss wird abgegeben, wodurch die Phosphationenkonzentration im umgeben-
den Medium steigt. Zemente mit Arginin und Asparaginsäure-Natriumsalz setzen dabei mehr 
Phosphat als der Basiszement oder der CPC mit Cocarboxylase frei. Möglicherweise sind bei 
diesen Zementen die Oberflächen der Calciumphosphate schon durch funktionelle Gruppen 
der Modifizierungskomponenten abgesättigt, sodass keine freien positiven Ladungen mehr 
vorhanden sind, an denen überschüssige Phosphationen binden können (Reinstorf, unveröf-
fentlicht). Untersuchungen von Liu et al. (2009) und Knabe et al. (2000) zeigen, dass hohe 
extrazelluläre Phosphatkonzentrationen das Zellwachstum inhibieren oder sogar zur Apoptose 
von Zellen führen können. Zusammen mit der niedrigen Calciumionenkonzentration könnte 
dies als Erklärung für die geringe Überlebensrate der Zellen auf den mit Arginin und Aspara-
ginsäure-Natriumsalz modifizierten Zementen dienen.  
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Wurden die hMSC über einen längeren Zeitraum auf dem frisch hergestellten Basiszement 
kultiviert, so konnte, im Gegensatz zum bereits vorher abgebundenen Zement, ein Zellwach-
stum nur für die osteogen induzierten Zellen beobachtet werden. Dennoch war es auch den 
nicht induzierten Zellen möglich, über einen Zeitraum von bis zu 28 Tagen auf dem frisch 
abbindenden Zement zu überleben (Abb. 41, Seite 70). Auf dem Basiszement konnte zudem 
eine osteogene Differenzierung der hMSC anhand der spezifischen ALP-Aktivität eindeutig 
nachgewiesen werden. Während bei den modifizierten Zementen einen Tag nach der Besied-
lung ca. 25-50% der ausgesäten Zellen adhärent und lebend waren, nahm die Zellzahl auf 
allen Zementvarianten im weiteren Verlauf der Kultivierung jedoch drastisch ab. Dabei konn-
te besonders bei den Zementen mit Arginin keinerlei Zellwachstum detektiert werden. Die bei 
der Umsetzung des CPC zu Hydroxylapatit ablaufenden chemischen Reaktionen verändern 
die Umgebungsbedingungen solange, bis die Zementumsetzung abgeschlossen ist. Durch Zu-
satz der Modifizierungskomponenten kann diese Umsetzungsreaktion wahrscheinlich beeinf-
lusst werden, wodurch z. B. zusätzliche intermediäre Phasen wie Octacalciumphosphat (OCP) 
oder Brushit (DCPD) entstehen können (Reinstorf, unveröffentlicht). OCP und DCPD wan-
deln sich zwar im Verlauf der Zeit auch zu Hydroxylapatit um; allerdings wird dadurch mög-
licherweise die Reaktion der Zellen beeinflusst. Selbst geringe Änderungen im extrazellulären 
pH-Wert können dann z. B. zu signifikanten Veränderungen der Zellphysiologie führen 
(Kaysinger et al. 1998, Kohn et al. 2001). Bei den bisher erläuterten Versuchen muss zudem 
unbedingt berücksichtigt werden, dass die Kultivierung der Zellen unter statischen Bedingun-
gen erfolgte. Dadurch ist ein stetiger Stoffaustausch (Abtransport schädlicher Stoffe, Zufuhr 
von Nährstoffen etc.), wie er in vivo vorkommt, nicht möglich. Um die in vivo Situation noch 
besser zu simulieren, müssten die Zell-Zementkonstrukte unter dynamischen Bedingungen (z. 
B. in der Perfusionskultur) kultiviert werden. Generell stellt die in dieser Arbeit angewandte 
Methode jedoch eine Möglichkeit dar, Calciumphosphatzemente in vitro noch besser zu cha-
rakterisieren, womit Tierstudien zur Testung dieser Materialien eventuell reduziert werden 
könnten. 
 
Pastenzemente 
Zusätzlich zu den herkömmlichen Pulver/Flüssigkeitszementen wurden im Rahmen dieser 
Arbeit auch neuartige ready-to-use Zementpasten bezüglich ihrer Biokompatibilität unter-
sucht.  
Aus der Literatur sind bereits einige solcher „premixed CPC“ bekannt, die ebenfalls lagerbar 
sind und erst beim Kontakt mit wässrigen Flüssigkeiten aushärten. Diese „premixed CPC“ 
bestehen im Prinzip aus einem Zementpulver, einer nicht-wässrigen Flüssigkeit, einem 
Abbindebeschleuniger und einem Geliermittel. Als nicht-wässrige Flüssigkeit wird dabei im 
Gegensatz zu den hier untersuchten Pastenzementen meist Glycerol (Takagi et al. 2003), 
Polypropylenglycol (Carey et al. 2005) oder Polyethylenglycol (Xu et al. 2007) verwendet. 
Zellversuche mit bereits abgebundenen Zementen zeigten dabei keine toxische Wirkung auf 
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MC3T3-E1 Zellen (Carey et al. 2005, Xu et al. 2007). Die in dieser Arbeit verwendeten 
Pastenzemente wurden sowohl im abgebundenen und ausgehärteten Zustand, als auch direkt 
nach ihrer Herstellung mit hMSC besiedelt und das Verhalten der Zellen analysiert. HMSC, 
die über einen Zeitraum von 28 Tagen auf den ausgehärteten Pastenzementen kultiviert wur-
den, zeigten auf dem 2-Pastenzement eine gegenüber dem 1-Pastenzement erhöhte Prolifera-
tion (Abb. 44, Seite 73). Möglicherweise ist die Ursache dafür der bei 1- und 2-
Pastenzementen unterschiedliche Gehalt an Tween-80. Denn im Gegensatz zum 1-
Pastenzement (3%) enthält der 2-Pastenzement mit nur 2% weniger des Detergenz´. Bestätigt 
wird diese Vermutung durch neue Untersuchungen von Lode et al. (unveröffentlicht), bei de-
nen der direkte Zusatz von Tween-80 zum Medium ebenfalls zu einer reduzierten Proliferati-
on von hMSC führte. Auf beiden Pastenzementarten zeigten die induzierten hMSC im Ver-
gleich zu den nicht induzierten eine leicht erhöhte Proliferation. Eine Erklärung hierfür könnte 
die Gegenwart der osteogenen Zusätze im Zellkulturmedium und die vorliegende Zelldichte 
sein. Um die osteogene Differenzierung der hMSC zu induzieren muss dem Zellkulturme-
dium u. a. Dexamethason zugesetzt werden. Neueste Studien von Song et al. (2009) zeigen, 
dass die Apoptose von Zellen mit steigender Zelldichte zunimmt, dieser Effekt aber durch 
Zusatz von Dexamethason verhindert werden kann. So lag in dieser Studie die Anzahl 
apoptotischer Zellen bei einer Zelldichte von 1·10
3
 Zellen/cm
2
 bei ca. 1,5%. Enthielt das Zell-
kulturmedium dagegen Dexamethason, konnten bei gleicher Zelldichte nur rund 0,1% 
apoptotische Zellen nachgewiesen werden. Die im Vergleich zu den Ergebnissen von Song et 
al. (2009) stark erhöhte Zelldichte von ca. 5·10
4
 Zellen/cm
2
, die einen Tag nach der Besied-
lung auf den Pastenzementen nachgewiesen wurde, führte somit wahrscheinlich zu einer ge-
steigerten Zellapoptose der nicht induzierten Zellen (also ohne Dexamethason). Hinsichtlich 
der Zellmorphologie konnten allerdings keine Unterschiede zwischen induzierten und nicht 
induzierten Zellen bzw. den Pastenzementarten beobachtet werden (Abb. 45, Seite 74). Da es 
sich bei Proliferation und Differenzierung um gegenläufige Prozesse handelt, kann eine Zelle 
normalerweise entweder nur proliferieren oder nur differenzieren. Dieser Effekt findet sich 
auch bei den Pastenzementen. Während auf dem 1-Pastenzement die osteogene Differenzie-
rung der Zellen überwog (Abb. 46, Seite 75), dominierte auf dem 2-Pastenzement die Zellpro-
liferation (Abb. 44, Seite 73). 
Bei der klinischen Anwendung liegen die Pastenzemente zwar schon zusammengemischt als 
Paste vor, die Abbinde- und Aushärtreaktion beginnt allerdings erst beim Kontakt mit den 
Körperflüssigkeiten. Da diese Reaktionen die Zellfunktionen beeinflussen können (siehe Pul-
ver/Flüssigkeitszemente) wurden hMSC auch auf die frisch hergestellten Pastenzemente aus-
gesät. Erfolgte die Besiedlung direkt nach der Zementherstellung (Abbindezeit = 0 h), konnte 
auf dem 1-Pastenzement im Vergleich zum konventionellen CPC mit ca. 40% eine signifikant 
höhere Zahl lebender adhärenter Zellen nachgewiesen werden (Abb. 47, Seite 76). Zurückfüh-
ren lässt sich dies wahrscheinlich auf die bei beiden Zementarten unterschiedliche Phosphat-
konzentration im umgebenden Medium. Während die Abbindelösung des 1-Pastenzements 
1% Na2HPO4 enthält, wird zum Anmischen des konventionellen CPC eine 4%ige Na2HPO4-
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Lösung verwendet. Dadurch ist die Phosphationenkonzentration im umgebenden Medium 
beim konventionellen CPC höher als beim 1-Pastenzement, was zur Apoptose von Zellen füh-
ren kann (Knabe et al. 2000, Liu et al. 2009). Nach einer Abbindezeit von 1 h bzw. 24 h wa-
ren die Zellzahlen auf beiden Zementarten allerdings vergleichbar. Erste in vivo Versuche an 
der Klinik und Poliklinik für MKG-Chirurgie der TU Dresden zeigen zudem, dass 1- und 2-
Pastenzemente, die in subkutanes Muskelgewebe von Ratten eingebracht wurden, komplikati-
onslos einheilen können (Mai et al., unveröffentlicht). 
 
Zusammenfassend lässt sich sagen, dass innerhalb der Pulver/Flüssigkeitszemente vor allem 
die Modifikation des Basiszements mit Cocarboxylase im Vergleich zu den anderen Zement-
varianten die Zellvitalität und -adhäsion deutlich förderte. Dies zeigte sich besonders bei 
Verwendung frisch hergestellter Zementproben. Die neuartigen Pastenzemente erwiesen sich 
sowohl im abgebundenen und ausgehärteten Zustand, als auch direkt nach der Herstellung als 
gut biokompatibel gegenüber hMSC, da es den Zellen möglich war zu proliferieren und in 
Richtung des osteogenen Phänotyps zu differenzieren.  
5. Zusammenfassung  91 
 
 
5. Zusammenfassung 
Ziel der vorliegenden Arbeit war die biologische Charakterisierung neuartiger nanostruktu-
rierter und für die Knochenregeneration geeigneter Calciumphosphatzemente (CPC). Hierzu 
wurde ein aus α-Tricalciumphosphat, Calciumhydrogenphosphat, gefälltem Hydroxylapatit 
und Calciumcarbonat bestehender CPC verwendet, der mit den Biomolekülen Cocarboxylase, 
Glucuronsäure, Weinsäure, Glucose-1-phosphat, Arginin, Lysin und Asparaginsäure-
Natriumsalz modifiziert wurde. Ermittelt wurde dabei der Einfluss der Modifikationen auf die 
Proteinadsorption und die Biokompatibilität. 
In Vorversuchen wurden die Zementmodifikationen hinsichtlich ihrer Bindungskapazität für 
humane Serumproteine und für das knochenspezifische Protein Osteocalcin (OC) sowie hin-
sichtlich ihrer Eignung für die Adhäsion, Proliferation und osteogene Differenzierung von 
humanen fötalen Osteoblasten (hFOB 1.19) und humanen mesenchymalen Stammzellen 
(hMSC) untersucht. Dabei erwiesen sich die Modifikationen mit Cocarboxylase, Arginin und 
Asparaginsäure-Natriumsalz als besonders günstig. Mit diesen „Favoriten“ erfolgte eine de-
tailliertere Analyse der Adsorption humaner und boviner Serumproteine sowie der knochen-
spezifischen Proteine Osteocalcin, BMP-2 und VEGF. Dabei führte sowohl der Zusatz von 
Cocarboxylase, als auch der von Arginin und Asparaginsäure-Natriumsalz zu einer erhöhten 
Adsorption von Serumproteinen. Die Bindungsaffinität des Basiszements gegenüber Osteo-
calcin, BMP-2 und VEGF konnte durch Funktionalisierung mit Arginin gesteigert werden. 
Während die Modifizierung mit Cocarboxylase nur die VEGF-Adsorption förderte, bewirkte 
der Zusatz von Asparaginsäure-Natriumsalz eine Erhöhung der Osteocalcin- und BMP-2-
Adsorption. Bedingt durch die größere spezifische Oberfläche der noch nicht abgebundenen 
Zemente, war die Menge adsorbierter Proteine auf frisch hergestellten Zementproben im Ver-
gleich zu abgebundenen und ausgehärteten Zementen signifikant höher.  
Die Eignung der ausgewählten Zementvarianten als Knochenersatzmaterialien wurde mithilfe 
humaner mesenchymaler Stammzellen zweier verschiedener Spender getestet. Bei Verwen-
dung abgebundener und ausgehärteter Zemente waren die hMSC in der Lage, auf allen Modi-
fikationen zu adhärieren, zu proliferieren und in die osteogene Richtung zu differenzieren. 
Eine vorherige Inkubation der Zementproben mit humanem Serum förderte dabei vor allem 
die Zelladhäsion. Weiterhin konnte gezeigt werden, dass hMSC im Gegensatz zu anderen 
Studien auch auf frisch hergestellten Zementproben adhärieren, proliferieren und differenzie-
ren können. Die Modifizierung des Basiszements mit Cocarboxylase führte hierbei zu einer 
gegenüber den anderen Modifikationen signifikant erhöhten Zelladhäsion und -vitalität. 
Neben den verschieden modifizierten Pulver/Flüssigkeitszementen wurden im Rahmen dieser 
Arbeit neuartige ready-to-use Zementpasten untersucht. Diese zeigten allerdings im Vergleich 
zu den herkömmlichen Zementen eine geringere Proteinbindungsaffinität. HMSC, die auf den 
Pastenzementen kultiviert wurden, war es wiederum möglich zu adhärieren, zu proliferieren 
und den osteoblastenspezifischen Marker Alkalische Phosphatase zu exprimieren. Hinsicht-
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lich ihrer Biokompatibilität sind sie damit vergleichbar zu den herkömmlichen Pulver/ 
Flüssigkeitszementen.  
 
Die Ergebnisse dieser Arbeit zeigen, dass die biologischen Eigenschaften - Proteinadsorption 
und Biokompatibilität - eines Calciumphosphatzements durch Zusatz verschiedener Modifi-
zierungskomponenten verbessert werden können. Dabei erwies sich die Modifizierung mit 
dem Vitamin B12-Derivat Cocarboxylase in Bezug auf eine Produktentwicklung und den spä-
teren klinischen Einsatz als besonders interessant. Weiterhin konnte die Eignung neuartiger 
ready-to-use Zementpasten als Knochenersatzmaterial nachgewiesen werden. 
Weiterführende Experimente müssten sich dabei vor allem mit der dynamischen Kultivierung 
der frisch hergestellten Zemente beschäftigen. Außerdem sollten die in dieser Arbeit gewon-
nenen in vitro Daten durch ausgewählte in vivo Untersuchungen verifiziert werden.  
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